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Resumo

A metastizacdo 6ssea € um processo de elevada relevancia clinica, dada a sua
prevaléncia e contribuicdo significativa para a morbilidade e mortalidade associadas as
neoplasias que metastizam preferencialmente para o 0sso. Os carcinomas do pulmao, mama,
rim e prostata partilham entre si o facto de se encontrarem entre 0s tumores primarios mais
frequentes com propensdo para disseminar para 0 0sso. O resultado deste facto é a elevada
relevancia do estudo do osso como um tecido alvo para a metastizacdo e o surgimento
subsequente de novas areas cientificas como a osteooncologia e osteoimunologia, que tém
direcionado os investigadores para o estudo da interacao entre as células tumorais e as células
do o0sso. No caso concreto do Carcinoma da Prostata, abordado com mais detalhe neste artigo,
a compreensdo das bases moleculares e fisiopatoldgicas destes mecanismos tem ajudado a
enfrentar os desafios clinicos da presenca destas lesdes, criando solugdes que envolvem a
producdo e aplicacdo de novos agentes terapéuticos. Com efeito, este conhecimento podera
ajudar a melhorar o prognostico e o tratamento desta doenca, permitindo a melhoria das
condicdes de vida de doentes cuja Unica opcao se resumiu, nos Ultimos anos, a gestao paliativa
do seu quadro clinico. Este trabalho pretende ser uma revisao sistematica da informacdo mais
recente produzida neste ambito, procurando clarificar os mecanismos fisiopatol6gicos

subjacentes a disseminacdo, fixacao e formacdo de metastases dsseas do Carcinoma da Prostata.
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Abstract

Bone metastasis is a process of high clinical relevance, given its prevalence and significant
contribution to morbidity and mortality associated to cancers disseminated through this course.
Lung, breast and prostate cancer share between them the fact that they are some of the most
frequent primary tumors, as well as their tendency to spread and create metastatic lesions in
bone. The result is the high relevance of studying bone as a metastatic tissue and the rising of
subsequent new designations such as osteoncology and osteoimmunology, which have been
leading investigators in the study of interactions between tumor and bone cells. In Prostate
Cancer, detailed in this article, the comprehension of molecular and pathophysiological basis
of these mechanisms has been helpful in facing the clinical challenges involved by the presence
of these lesions, creating solutions that involve the production and application of new
therapeutic agents. This knowledge may help to improve prognostic and treatment of this
disease, allowing to ameliorate well-being and life expectancy of patients whose only option,
in the last few years, was the palliative management of their clinical course. This work intends
to be a systematic review of the most recent scientific information produced in this context,
seeking to clarify the pathophysiological mechanisms underlying dissemination, homing and

formation of bone metastases in Prostate Cancer.

Keywords: Prostate neoplasm; Bone metastasis; Osteoblastic lesions; Prostate Cancer
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1. Introducéo

O Carcinoma da Prostata (PCa) é o carcinoma mais frequentemente detetado no sexo
masculino nos paises desenvolvidos, estimando-se que em 2016 surjam 180 890 novos casos
de carcinoma da prdéstata s6 nos Estados Unidos, e que este seja responsavel por 26 120 novas
mortes este ano. A importancia do seu estudo é reforcada pelo facto de que mais de 90% dos
homens com idade acima dos 70 anos apresentam cancro da prostata histologico [1] (ou seja,
nem sempre clinicamente significativo) e que, quando em estado avancado, apresenta
metastases 6sseas em 70% dos casos [2]. Espera-se assim que, com o envelhecimento da
populacdo, a sua incidéncia continue a aumentar no futuro [3], reforcando a necessidade de
investigacdo nesta area. Nos paises desenvolvidos, o diagndstico do PCa € geralmente feito
num estadio precoce da doenca através de uma biopsia prostatica ecoguiada realizada apos
elevacdo do PSA (Prostate Specific Antigen) e/ou um exame retal clinicamente suspeito. Nestas
situacOes, as taxas de sobrevivéncia para a doenca localizada atingem os 99,5% em 10 anos,
mas reduzem drasticamente para 19% no mesmo periodo de tempo se a doenca for
diagnosticada ja disseminada. Apesar das estatisticas, atualmente nos Estados Unidos a
percentagem de doentes diagnosticados inicialmente com doenca metastizada esta a aumentar
em virtude da reniténcia na avaliacdo dos valores do PSA por parte dos médicos de clinica
geral. As alternativas disponiveis atualmente para tratamento do PCa localizado, tém grande
impacto na sobrevida dos doentes e incluem cirurgia, radioterapia externa ou braquiterapia. A
escolha da melhor op¢do em cada caso depende de varios fatores que tém em conta
caracteristicas do tumor e do doente e sua situacdo clinica [4].

Para que o processo de metastizacdo para 0 0sso seja bem-sucedido, as células
neoplasicas necessitam de se destacar do tecido de origem, sobreviver em circulacdo e invadir
e fixar-se na medula déssea de forma eficaz. Uma vez que este mecanismo depende da

intervencdo de varios fatores (por exemplo moléculas de adesdo, fatores de crescimento e



fatores angiogenicos), nem todas as celulas que se destacam do tumor primitivo formam
metastases a distancia [5].

No que diz respeito ao PCa, o conhecimento atual acerca dos mecanismos
fisiopatoldgicos intervenientes na formacdo de metastases 0sseas, ainda amplamente limitado,
vai ao encontro da teoria proposta por Paget (seed and soil) no inicio do século XX, segundo a
qual as células metastizam para um tecido especifico porque tém uma tendéncia biologica para
tal; esta tendéncia é controlada por uma variedade de fatores que determinam a capacidade das
células circulantes para aderirem e comunicarem com as células residentes da medula 6ssea [5].
Uma hipdtese atualmente aceite sugere que as células tumorais e as células progenitoras
hematopoiéticas (HSC — Hematopoietic Stem Cells) expressam as mesmas moléculas de
adesdo, respondem aos mesmos sinais e consequentemente competem para 0s mesmos nichos
[2].

O osso constitui um substrato muito favoravel para o crescimento e proliferacdo das
células tumorais, uma vez que a medula 6ssea € responsavel pela hematopoiese, apresentando
por esse motivo uma vasta rede vascular e uma matriz extracelular que contribuem para o
crescimento do tumor [5]. Existem igualmente varios processos que regulam a maturacdo das
células dsseas e que também promovem a formacdo de metéstases do PCa [6]. A desregulacédo
da estrutura Gssea resulta na libertacdo de fatores pelas células do estroma e do microambiente,
muitos dos quais regulam positivamente o crescimento do tumor, levando ao desenvolvimento
de um ciclo vicioso. As metéstases do PCa no 0sso sao predominantemente osteoblasticas, e
envolvem desequilibrios na homeostase 6ssea que levam ao aumento da diferenciacdo e da
atividade dos osteoclastos e por sua vez também dos osteoblastos, resultando na formagéo
descontrolada de osso [7], mas mais fragil e patoldgico.

O conhecimento da fisiopatologia deste processo levou ao desenvolvimento de

terapéuticas inovadoras que tém permitido melhorar a qualidade de vida destes doentes,



diminuir as complicacdes 0sseas das metastases e até aumentar a sobrevida. Ao longo deste
trabalho sdo exploradas diversas perspetivas dos diferentes mecanismos, que incluem o
destacamento do tecido primitivo, a transicdo de células epiteliais para mesenquimatosas
(processo decisivo para a mobilidade e sobrevivéncia fora do microambiente local [8]), a
disseminacdo, os fatores que permitem a sobrevivéncia em circulacdo, a quimiotaxia e

colonizacao do 0sso, e as caracteristicas da doencga 6ssea metastatica.



2. Materiais e Métodos

Este trabalho foi elaborado com base numa pesquisa bibliogréafica realizada segundo o
método “Pull” em julho de 2016, iniciada na base de dados DynaMed com a palavra-chave
“prostate neoplasm” de onde se selecionou um artigo relevante, sob a op¢ao “Management of
localized or locally advanced prostate cancer”. Esta base de dados foi atualizada a 19 de
setembro de 2016, pelo que a informacdo foi novamente consultada e referenciada em outubro.
A pesquisa realizada em seguida na PubMed incidiu sobre “Prostate Neoplasms AND Bone
AND Mestastases” com a string de pesquisa ((“prostatic neoplasms”[MeSH Terms] OR
("prostatic”[All Fields] AND "neoplasms"[All Fields]) OR "prostatic neoplasms"[All Fields]
OR ("prostate"[All Fields] AND "neoplasm"[All Fields]) OR "prostate neoplasm"[All Fields])
AND ("bone and bones"[MeSH Terms] OR ("bone"[All Fields] AND "bones"[All Fields]) OR
"bone and bones"[All Fields] OR "bone"[All Fields]) AND ("neoplasm metastasis"[MeSH
Terms] OR ("neoplasm”[All Fields] AND "metastasis"[All Fields]) OR "neoplasm
metastasis"[All Fields] OR "metastases"[All Fields])) AND ("2011/07/01"[PDat]
"2016/07/21"[PDat] AND  "humans“[MeSH Terms] AND (English[lang] OR
Portuguese[lang])). Obtiveram-se 4801 resultados aos quais foram aplicados 0s seguintes
filtros: bibliografia dos ultimos 5 anos, espécie humana, lingua portuguesa e inglesa. Da
aplicacdo destes critérios resultaram 961 artigos, dos quais se selecionaram 64 através da analise

do titulo e abstract.



3. O Osso como Tecido Alvo de Metastizacéo

Nos doentes com PCa, 0 0sso representa o local de metastizacdo mais comum e a doenca
metastatica 0ssea representa a primeira causa de morbilidade e mortalidade associadas a esta
neoplasia. Anualmente, cerca de 350000 pessoas morrem anualmente com metastases 0sseas,
provenientes de diferentes tumores primarios, maioritariamente a prdstata, mama, pulméo, rim
e tiroide [9].

Ao contrario do que se possa pensar, 0 0ss0 é um tecido dinamico, com a capacidade
Unica de se renovar continuamente através de um processo fisiolégico denominado
remodelacdo dssea (turnover 6sseo). Este mecanismo, consumidor de energia, permite a
regulacdo da homeostase do calcio, a reparacdo do 0sso microfraturado ou isquémico e a
substituicdo do osso imaturo durante o crescimento. Na remodelacdo 6ssea intervém os dois
tipos principais de células do 0sso, o0s osteoblastos e os osteoclastos, cujas fungdes sdo sujeitas
a uma regulacdo cuidadosa, de forma a preservar a massa de 0sso correta [10].

Os osteoblastos sdo células de origem mesenquimatosa (tém origem nas ceélulas
estaminais pluripotentes mesengquimatosas (MSC — Mesenchimal Stem Cells)), que de acordo
com a expressdo seletiva de diferentes genes, podem originar osteoblastos, condrdcitos,
fibroblastos, midcitos e adipocitos [11]. O primeiro passo da diferenciagdo envolve o
comprometimento da MSC num osteo/condroprogenitor, que é caracterizado pela expressdo de
dois fatores principais: RUNX2 (runt-related transcription-factor 2) e osterix, dependente da
via de sinalizacdo de RUNX2 [12]. Durante o processo, duas outras vias importantes sdo
ativadas: Wnt (wingless-type protein) e varias BMPs (bone morphogenetic proteins), cuja
desregulacdo esta envolvida no processo de metastizacdo do PCa [10], como mencionado
posteriormente. A expressdo de RUNX2 compromete o osteo/condroprogenitor para um
fenotipo osteoblastico, dando origem a pré-osteoblastos com elevados niveis de atividade ALP
(alkaline phosphatase) e secre¢éo de proteinas da matriz 6ssea como a sialoproteina Il (BSP —
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bone sialoprotein), osteopontina (OPN - osteopontin), fibronectina e colagénio tipo I [13]. A
ultima fase de diferenciacdo € caracterizada por elevados niveis de osteocalcina (OC —
osteocalcin), que ¢ um marcador de osteoblastos maduros e pela ativacdo de genes especificos
envolvidos na mineralizacdo de osso [10].

Os osteoclastos, as células multinucleadas responsaveis pela reabsor¢do de 0sso, tém
origem na linhagem hematopoiética monocitica/macrofagica) [13]. Uma das primeiras
moléculas envolvidas no seu processo de diferenciacdo é o fator de transcricdo PU.1, cuja
expressao aumenta quando os macrofagos da medula dssea se diferenciam em osteoclastos. Por
sua vez, PU.1 aumenta a expressdo do recetor de M-CSF (macrophage-colony stimulating
factor, também denominado c-fms) bem como de RANK (receptor activator of nuclear factor
Kappa B (também denominado NF-kB)) que, na sequéncia da ligacdo ao seu ligando RANKL,
desencadeia a fusdo e diferenciacdo de precursores de osteoclastos em osteoclastos maduros
[10]. Nos osteoclastos, a ativacao de NF-kB desencadeada pela ligacdo de RANK ao RANKL
leva a ativacdo de genes que provocam a maturacdo, adesdo ao 0sso e secrecao de proteinas
envolvidas no catabolismo dsseo [13]. Estas proteinas incluem a catepsina K (uma protease
que cataboliza o colagénio e promove a adesdo dos osteoclastos) e Src, uma tirosina cinase que
¢ ativada ap06s a ligacdo dos osteoclastos a matriz 6ssea por integrinas e aparentemente promove
a sua sobrevivéncia e polarizacdo necessaria a reabsorcao de o0sso [13].

Os ostedcitos sdo as células mais abundantes do osso. Coordenam as respostas dos
osteoblastos e osteoclastos, constituem a diferenciacdo terminal da linhagem osteobléastica e
encontram-se incorporados na matriz osteoide. A sua funcdo principal consiste em fazer a
transducdo de forgcas fisicas em sinais bioquimicos, num processo denominado
mecanotransducdo. Atraves deste mecanismo, as alteragcdes na mecéanica do 0sso modulam a
resposta bioquimica dos osteocitos. Assim, 0 crescimento tumoral no espaco 0sseo restrito

delimitado pela matriz extracelular mineralizada afeta a resposta destas células [14].



Durante o processo de remodelacdo Ossea, este tecido passa por diversas fases,
comecando na ativagdo, onde diferentes estimulos (mecanicos, fatores paracrinos/sistémicos
ou microfraturas) ativam as células do estroma aumentando a sua expressao de RANKL, o que
promove a diferenciacao de pré-osteoclastos. Uma vez diferenciados, os osteoclastos iniciam a
segunda fase de reabsorcao, onde libertam protdes (solubilizam a parte inorganica da matriz —
hidroxiapatite) e outras enzimas (MMP-9 e catepsina K, que degradam o0s componentes
organicos da matriz). Esta fase € rapida e limitada, e culmina com a apoptose dos osteoclastos
que j& cumpriram a sua funcdo. A fase seguinte, de reversdo, marca a transicao da atividade
osteoclastica para osteoblastica, e caracteriza-se pela reabsorcdo dos detritos deixados durante
a degradacdo da matriz. Por fim, a fase de formacao é desencadeada por fatores libertados da
matriz como o TGF-B, IGF I e II (Insulin-like growth factors), FGF (fibroblast growth factors),
PDGF (platelet-derived growth factor) e BMPs. Estes fatores activam os osteoblastos na zona
reabsorvida, levando a deposi¢cdo de nova matriz, inicialmente ndo calcificada (osteoide), que
sofre mineralizacéo posteriormente [10].

Vaérios fatores, sistémicos e paracrinos, regulam a comunicacéo entre os osteoblastos e
osteoclastos, e como, tal. o processo de remodelacdo Ossea [10]. Neste contexto, como ja
mencionado, os osteoblastos e ostedcitos produzem a citocina pro-osteoclastogénica RANKL
que se liga ao seu recetor RANK expresso pelos precursores dos osteoclastos, ativando a sua
diferenciacdo [13]. Do mesmo modo, os osteoblastos secretam também OPG, que se liga ao
RANKL, blogueando o RANK através do sequestro da sua porcao extracelular. Assim, o
equilibrio da diferenciacdo osteoclastica depende de um racio correto RANKL/OPG. Outros
fatores paracrinos produzidos pelos osteoblastos que estimulam a formacéo de osteoclastos séo
a IL-6 (interleukin-6), IL-1B e TNF-a (tumor necrosis factor o) [10].

Como vai ser demonstrado com maior detalhe ao longo deste trabalho, o crescimento

das células tumorais no 0sso induz uma desregulacédo drastica deste processo de remodelacao
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Ossea atraves da producdo de varios fatores que interferem com a dinamica fisiologica dos

osteoblastos e osteoclastos.
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4. O Cancro da Prostata

O Carcinoma da Prostata (PCa) é a neoplasia mais comum e a segunda causa de morte
por cancro na populacdo masculina americana [15]. No entanto, em muitos homens a neoplasia
prostatica mantém-se indolente e nunca progride para um fenotipo agressivo. Assim, 82% dos
homens com PCa irdo morrer de causas ndo relacionadas com o carcinoma [16].

Estima-se que 90% dos doentes com PCa avangado venham a desenvolver metastases,
que resultam numa reducéo substancial da qualidade de vida e um agravamento drastico do
prognostico. Para além da diminuicdo da sobrevida, as metastases 0sseas do PCa causam
complicacdes debilitantes incluindo dor 6ssea, fraturas patoldgicas devidas a fragilidade do
0ss0, sindromes de compressdo medular e necessidade de cirurgia ou radioterapia 0sseas, aquilo

que é conhecido por SRE (Skeletal related events) [17].

4.1. Diagnostico e Estadiamento

Nos paises desenvolvidos, o diagnéstico do PCa é geralmente realizado num estadio
precoce da doenca através de uma bidpsia prostatica, apds elevacdo do PSA (Prostate Specific
Antigen) e/ou um exame retal clinicamente sugestivo de alteracfes. Os métodos atuais para
classificar o tumor e determinar o prognostico baseiam-se em fatores clinico-patolégicos
incluindo a escala de Gleason, o toque rectal, a ressonancia magnética multiparamétrica e o
valor do PSA, que permitem estratificar o doente em diferentes graus de risco de acordo com
diferentes escalas, como por exemplo a classificagdo D’Amico. Nos Ultimos anos, estes
parametros tém revelado algumas limitaces, 0 que motiva a investigacdo a nivel genético e
biolégico da fisiopatologia do PCa com o objetivo de identificar bio marcadores de risco
capazes de facilitar o seguimento destes doentes [15]. Muitos PCa identificados através do PSA,
dependente da regulacdo por androgenios, sdo indolentes na sua apresentacdo e poderiam ser

controlados apenas com vigilancia ativa. No entanto, muitos deles sdo biologicamente
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agressivos e sdo alvos apropriados para tratamento imediato [18]. A descoberta de novas
moléculas que possam funcionar como biomarcadores moleculares podera ser util para
descriminar de forma mais precisa 0s tumores agressivos no momento do diagnostico, prever a
sua evolucdo e otimizar a estratégia terapéutica [18]. No entanto, ainda ndo possuem o nivel

de acuidade necessario para serem usados com seguranca na pratica clinica [16].

4.2. Tratamento

As opcdes atualmente disponiveis para o tratamento do PCa disseminado podem ser
divididas em cinco categorias: hormonoterapia (com anti-androgénios, analogos LH-RH ou
antagonistas LH-RH), quimioterapia (baseada nos taxanos como o docetaxel e o cabazitaxel),
as novas drogas anti-androgénicas (como a abiraterona e a enzalutamida) as drogas dirigidas
especificamente ao o0sso ( bifosfonatos como o acido zoledrénico, anticorpos monoclonais
como o denosomab e radiofarmacos como o radio 223) [10] e a imunoterapia como a vacina
Sipileucel (actualmente sé disponivel nos EUA). Adicionalmente, pode ser necessaria
intervencdo ortopédica para as complicac@es estruturais das les6es dsseas [19] e terapéutica da
dor para 0s casos mais sintomaticos.

A hormonoterapia é a primeira opcao terap@utica e a mais comum nestes doentes. E
baseada na supressdo da producao de androgénios e na inibi¢éo dos seus recetores, o que requer
uma combinacdo de agonistas da hormona libertadora de gonadotrofinas (leuprorelin ou
goserelin) ou antagonistas LH-RH (degarelix) e antagonistas dos AR (flutamida, nilutamida,
acetato de ciproterona ou bicalutamida). Uma vez que a Sa-redutase converte testosterona no
ligando de AR Sa-dihidrotestosterona, inibidores especificos da Sa-redutase, como o finasteride
e dutasteride, podem ser utilizados [19], embora ndo o sejam na prética clinica pela fraca
eficacia. Embora aproximadamente 80% destes doentes responda inicialmente ao tratamento, a

resisténcia € comum na doenca metastatica e esta associada a progressao para CRPC (castrate-
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resistant PCa) ao fim de, em média, 2-4 anos [18]. A terapia de privacdo de androgénios é so
por si uma potencial causa de perda de densidade mineral 6ssea e pode favorecer um aumento
da incidéncia de complicacdes.

Varios ensaios clinicos recentes em fase Il mostraram que novos agentes sdo benéficos no
tratamento da doenca metastizada resistente a castracdo, com aumento da sobrevida, ao
contrario do que acontece com a hormonoterapia classica. Os primeiros a serem descritos foram
o0s taxanos (docetaxel e mais recentemente cabazitaxel) e posteriormente a abiraterona, um
inibidor seletivo oral do citocromo P450 (CYP17) (uma enzima-chave na producdo de
androgénios, estrogénios e glucocorticoides), que bloqueia o percursor para a producéo local
de androgénios e que foi aprovado inicialmente para o tratamento de doentes que fizeram
quimioterapia prévia com docetaxel [19]. Dados recentes sugerem que a terapéutica com
abiraterona antes da realizacdo de quimioterapia esta associada a um aumento da sobrevida
(16.5 meses comparado com os 8.3 meses verificados no tratamento isolado com prednisona) e
a uma maior paliacdo da dor nestes casos. Com base nestes dados, este farmaco foi aprovado
para o tratamento do CRPC numa fase pré-quimioterapia. A enzalutamida (novo antagonista
dos receptores androgénicos), também introduzida recentemente, mostrou aumentar a
sobrevivéncia média em doentes com CRPC [10] antes e p6s quimioterapia. As novas opc¢des
da terapéutica de ablacdo hormonal representam um avanco significativo no controlo da doenca.
No entanto, no sentido de maximizar a prevenc¢do do aparecimento de lesGes 0sseas e preservar
a salde 6ssea, 0 uso de terapéutica adjuvante dirigida ao 0sso é desejavel [10].

Nas ultimas duas décadas, os bifosfonatos revelaram-se uma opgdo segura e eficaz no
tratamento de metéstases 0sseas provenientes de diferentes tumores. O seu uso teve um efeito
benéfico profundo na frequéncia e severidade na morbilidade dos eventos esqueléticos, levando
a um aumento da qualidade de vida. Os bifosfonatos ligam-se ao 0sso exposto e sdo depois

internalizados pelos osteoclastos, afetando a sua homeostase e a sua atividade de reabsorcéo.
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Os que contém nitrogénio (N-BPs, como o acido zoledrdnico e pamidronato) atuam interferindo
com a FPPS (farnesyl pyrophosphate synthase), uma enzima chave na via do mevalonato,
levando ao bloqueio da ligacdo covalente de cadeias isoprenil a pequenas guanosinas
trifosfatase, o que inibe a sua funcao e localizacdo intracelular nos osteoclastos. A disrup¢éo da
via do mevalonato pelos N-BPs determina a acumulacdo de um analogo citotoxico do ATP
denominado Apppl (triphosphoric acid I adenosin-5 -yl ester 3) que induz apoptose. O acido
zoledronico, o bifosfonatos mais potente, é eficaz na prevencéo de SRE (skeletal related events)
em varios tumores sélidos, incluindo o CRPC, sendo o Unico aprovado para o cancro da
préstata. Evidéncias pré-clinicas e clinicas em fase precoce sugerem que o acido zoledronico
podera ter outros beneficios, nomeadamente na prevencdo de SRE em homens com risco
elevado de doenca metastatica, mas a eficacia deste farmaco nestas situacdes ainda continua a
ser debatida [10].

O Denosumab (AMG 162) é um anticorpo monoclonal humanizado que tem como alvo
a via RANK/RANKL que atualmente se encontra aprovado para o PCa sensivel e resistente a
castracdo [11]. Tem uma semi-vida longa e provoca uma inibi¢do da reabsorcdo 0ssea rapida e
prolongada apds uma dose subcuténea Unica. O Denosumab liga-se a0 RANKL evitando a sua
interacdo com RANK, o que eventualmente leva a inibicdo da formacdo, ativacdo e
sobrevivéncia dos osteoclastos. E uma droga mais potente do que o &cido zoledrénico, quer
quando a reducdo da dor, quer quanto a diminuicao do risco de SREs. [10].

S@o drogas bastante seguras embora possam estar associados a alguns efeitos
secundarios graves e raros como a osteonecrose da mandibula e a hipocalcemia. O acido
zoledronico foi associado a deterioracdo da funcéo renal e, portanto, ndo pode ser usado em
doentes com insuficiéncia renal severa [10].

O uso terapéutico de radiofarmacos é uma area em desenvolvimento. A radioterapia

localizada tem vantagens tedricas em comparagdo com a radioterapia externa no sentido em
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que a dose de radiacdo pode ser administrada diretamente no tumor e os tecidos saudaveis sdo
poupados dos efeitos nefastos da radiacdo [19]. O Unico farmaco que se associa a um aumento
da sobrevida é o RA&dio-233. Este radiofdrmaco emite particulas a, tem uma estrutura
semelhante ao calcio e tem como alvo o tecido 6sseo. O comprimento de onda curto destas
radiagcdes assegura um menor atingimento e lesdo dos tecidos adjacentes (afecta essencialmente
a cortical) quando comparado com fontes de radiacdo beta ou gama [11], caidas entretanto em
desuso (como o Samario ou o Estrdncio). A sua elevada energia fornece uma dose consideravel
de radioterapia a células no espaco de 1um na superficie do osso, com efeitos sistémicos e
medulares minimos [19]. Em ensaios clinicos em doentes com CRPC, o Radio-233 demonstrou

um aumento da sobrevivéncia global em 3-4 meses [11].

4.3. Progndstico

Embora apenas 5% dos diagnosticos com PCa apresentem doenca metastatica, mais de
60% dos doentes que morrem com esta neoplasia tém doenca disseminada. Se diagnosticado
precocemente, as terapéuticas hormonais, radiacdo e cirurgia asseguram uma boa expectativa
de vida. No entanto, o risco de desenvolver doenca metastatica aumenta significativamente
apenas dois anos apos o tratamento primario, com uma recorréncia secundaria de mais de 40%
[10]. Esta recorréncia acompanha frequentemente a resisténcia hormonal e a perda de opcdes
terapéuticas e foi demonstrado que a persisténcia de uma lesdo dssea a distancia pode causar
uma recorréncia local e ndo o contrario. Neste contexto, € possivel detetar a presenca de clones
de tumor primario e metastatico no sangue até anos ap6s a remocao total da prostata [20]. Sabe-
se também, que as células metastaticas 6sseas podem voltar a prostata, o que significa uma
interacdo bidirecional entre o tumor e a metastase dssea.

As fraturas patologicas estdo associadas a um aumento de 20% no risco de morte nos

tumores que metastizam para 0 0ss0. Os resultados das autopsias destes doentes revelaram que
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mais de 90% apresentam metastases Osseas. Este facto faz com que o PCa seja peculiar em
comparagdo com outros tumores que metastizam para o 0sso, como neoplasias da mama e

pulméo [10].

17



5. A metastizacdo do Cancro da Prdstata

A metastase € vista tradicionalmente como uma série linear de acontecimentos,
coletivamente referidos como a cascata de invasdo-metastizacdo. O primeiro passo da-se
quando as células do tumor primario se dissociam umas das outras e das células adjacentes,
induzindo uma degradacdo parcial da membrana basal subjacente e penetram na matriz
intersticial (invasdo). Subsequentemente, como parte de um programa que lhes permite
construir um microambiente favoravel, desenvolvem uma vasculatura tumoral
(neoangiogenese), exploram as suas descontinuidades para aceder a corrente sanguinea
(intravasdo) e disseminam atraves dela (disseminacdo). Finalmente, pela permanéncia no
sistema microcirculatorio do 6rgdo-alvo e da infiltragdo no seu estroma (extravasdo), as células
neoplasicas adotam estratégias para sobreviver e eventualmente para evoluir para lesdes
macroscopicas (colonizacdo) [21]. Sinais sistémicos, que atuam direta ou indiretamente neste

microambiente, influenciam todos o0s passos deste processo.

5.1. EMT (transicao epitélio-mesénquima)

A transicao epitélio-mesénquima (EMT) é um processo pelo qual as células epiteliais
sofrem mudancas morfoldgicas e citosqueléticas para adquirir um fendtipo mesenquimatoso e
é importante em fendmenos fisioldgicos como a fibrose [22]. Devido aos seus efeitos na adesdo
e mobilidade celular, esta criticamente envolvida na disseminacgédo tumoral, sendo que multiplos
estudos indicam que as células neoplasicas aumentam o seu potencial invasivo e metastatico,
bem como a resisténcia ao tratamento e o risco de recorréncia [23]. Neste contexto, a terapia de
privacdo de androgénios e a ativacdo de AR podem induzir EMT. Os AR cooperam com 0S
fatores associados & EMT como o TGF-f, Snaill e Twistl, referidos mais a frente; da mesma

forma, o processo de EMT em si desregula a sinalizagdo dos AR [19].
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Neste processo, hd perda de marcadores epiteliais como a E-caderina e aumento da
expressao de proteinas mesenquimais como a N-caderina e a vimentina. Os fatores de
transcricdo Snail, Slug e Twist reprimem a expressdo de E-caderina e induzem a EMT, e estdo
envolvidas outras vias oncogénicas como Src, Ras, Wnt-B-catenina, PI3K/Akt, MAPK,
RUNX2 [12] e TGF-B [8]. Snail inibe diretamente a transcricdo de E-caderina. A via PI3K/Akt
tem uma funcdo chave na proliferacdo celular e induz EMT numa variedade de tumores
incluindo o PCa. AP-1 esta envolvida na EMT induzida por TGF- [8]. A via MAPK (Mitogen-
activated protein kinase) dirige varios passos da cascata metastatica, incluindo a EMT, invaséo
celular e colonizacdo metastatica [24]. De igual forma, demonstrou-se que o PTHrP nédo sé €
um mediador critico da progressdo tumoral do PCa, como também € um promotor da EMT,
através da ativacdo de diversas vias como Snail, AP-1, CREB, ERK1/2, VEGF, PI3K/Akt e
Ciclina D1, reforcando o seu papel na invasdo, angiogénese, mobilidade, adesdo e
desdiferenciacdo celular neste contexto [8]. CCL5, secretado por MSCs da medula dssea
aumenta os marcadores da EMT como CD133, ZEB-1 e CXCR4 [25]. A expressdo aumentada
de miR-21 e a perda do complexo miR15/miR16 nas células do PCa estdo associados com o
desenvolvimento de uma EMT marcada [26] e a expressdo de miR-154 e miR-379 facilita
igualmente o crescimento tumoral e o processo de EMT [27]. A ativacdo constitutiva de um
recetor de activina tipo IB nas células neoplasicas aumenta a expressdo dos varios genes

previamente mencionados envolvidos na EMT [19].

5.2. Invasao Local e Extravasamento

A variedade de fatores que contribui para o destacamento das células neoplasicas do
microambiente primitivo pode ser enquadrada em duas categorias: alteracdes no estroma e

alteracdes das proprias células tumorais [5].
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A remodelagdo da matriz extracelular contribui para o desenvolvimento da
vascularizacdo do tumor e para a dissociacao das células do tecido primitivo [5]. Durante este
processo, no PCa primario, CXCL16 facilita o recrutamento de MSCs atraveés do recetor
CXCRG6 para o microambiente tumoral e a sua posterior diferenciacdo em CAFs (Cancer
Associated  Fibroblasts) [9,11,26]. Estes adquirem frequentemente um fendtipo
miofibroblastico em resposta ao contacto fisico com as células tumorais, hipoxia e niveis
elevados de fatores de crescimento como EGF, FGF e IGF resultantes do metabolismo tumoral
aberrante [5] e tém um papel importante na promocéo do crescimento do tumor, da EMT e da
metastizacao para 0 0sso através de um aumento da expressao de TWIST (mediada por CD44),
um fator-alvo do TGF-f [11]. Tal como os CAFs, infiltrados leucociticos (recrutados para o
ambiente tumoral por concentracGes elevadas de VEGF, quimiocinas da familia CXCL
(CXCL12 e CCL2) ¢ integrinas (04p1 e a5p3)) diferenciam-se frequentemente em macrofagos
associados ao tumor (TAM — Tumor Associated Macrophages), polarizados para o tipo M2
(pro-tumoral) e ativados alternativamente por IL-4 ou IL-10, que produzem fatores
angiogénicos (quimiocinas que recrutam progenitores vasculares e metaloproteinases)
contribuindo assim para a remodelacdo da matriz [29]. Metastases com uma infiltracdo elevada
de TAMs estdo associadas a um pior prognéstico em varios tipos de tumores, incluindo o PCa
[11].

No que diz respeito as alteracdes atribuidas as células tumorais, através de uma
combinacdo de alteragdes genéticas e epigenéticas, estas adquirem fendtipos que permitem o
destacamento do tecido primitivo, a mobilidade do citoesqueleto e a quimiotaxia, necessarios a
metastizacdo. Estas alteracdes sdo promovidas por TAMSs, que produzem fatores estimuladores
da migracéo celular como CXCL12, IL-6 e TNF [5] e modulam a via CCL2/CCR2-STAT3 que
promove a metastizacdo [25]. Adicionalmente, CAFs produzem niveis elevados de TGF-B1,

um indutor potente da transicdo epitélio-mesénquima (EMT), abordada anteriormente, que
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confere um potencial invasivo significativo as células neoplésicas [5]. Neste contexto, a OPN
expressa pelas células tumorais regula a secrecdo de MMP-9 e a interacdo subsequente entre
MMP9/CD44, importante para o potencial metastatico das células do PCa [29]. A expressao de
MMP9 e MMP2 é também aumentada pela ativacdo transcricional dos seus genes promotores
pelo PBK (PDZ domain-binding kinase) através do aumento de atividade da via B-catenina-
TCF/LEF. A expressdo de PBK no PCa esta relacionada com um fendtipo agressivo e com a
metastizacdo para 0 0sso, ganglios linfaticos e estruturas abdominais [16]. Foi demonstrado
recentemente que o aumento de p23 esta relacionado com a migracao e capacidade invasiva das
células do PCa através da modulacdo seletiva da expressdo de genes envolvidos nos
mecanismos de metastizacdo [30]. De forma semelhante, a perda da funcdo do BRCAZ2, que
mantém a estabilidade gendémica em condicdes normais, estimula a capacidade invasiva do PCa
e esta associado com tumores mais agressivos e metastaticos. O RTK (Receptor Tyrosine
Kinase) c-kit é altamente expresso nas metastases esqueléticas e promove a migracado e invasao
das células do PCa através da ativacao da via PI3K/Akt. Mainetti et al. demonstraram que a sua
atividade esta relacionada com a diminui¢do da funcdo do BRCAZ2 [31].

O processo de neovascularizacdo tumoral € essencial ao seu crescimento e
disseminacédo, garantindo-lhe o acesso a nutrientes essenciais e a corrente sanguinea, o que
facilita a sua disseminacéo [29]. Sem novos vasos, a expansao normal de um tumor esta limitada
a 2-3 mm e a densidade microvascular é considerada um marcador de progndstico negativo nos
doentes com PCa [32]. A angiogénese comeca com a destabilizacdo e desdiferenciacdo dos
vasos locais, seguida da ativacdo, migracédo e proliferacdo de células endoteliais para a matriz
extracelular (MEC) até a formacéao de novos vasos funcionais [29]. Isto implica um mecanismo
de “switch angiogénico” em que as células do estroma ou do tumor induzem mudancas no
balanco relativo de indutores (VEGF, TGF-B, PDGF, TNF-o0, bFGF) e inibidores

(trombospondina-1 (TSP-1)) da angiogénese [29]. Ao mesmo tempo, a vascularizacao
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aberrante do tumor apresenta vasos com elevada permeabilidade e baixa resisténcia vascular
que exprimem moléculas de adesdo celular (CAMs), incluindo niveis elevados de avf3, avfs,
integrinas da familia B1 (a1B1 (um recetor de colagénio), a2B1 (um recetor de laminina) e aSp1
(um recetor de fibronectina) que demonstraram ser importantes na adesao de células endoteliais
estimulada por VEGF). a4f1, em conjunto com o seu ligando VCAM-1, expresso nas células
da parede vascular, ttm um papel importante na adeséo de células endoteliais e de células de
mausculo liso vascular durante a formacéo de vasos sanguineos [29]. A expressao de E-seletinas
e integrinas pelos émbolos plaquetares do tumor sao cruciais para o extravasamento das células
doPCa[11]. AMMP11 (matrix metalloproteinase 11) tem um papel importante na angiogénese
e alteracOes nos seus niveis estdo associadas a progressdo tumoral e a maus resultados clinicos,
sendo que a sua expressdo altera o microambiente do estroma do PCa e contribui para a
angiogeénese neste contexto [33]. Foi demonstrado recentemente que a expressao e atividade de
FRS2a (FGF receptor substrate 2a), bem como cJUN e HIFla estdo positivamente
relacionadas com densidade vascular e progressdo maligna do PCa. Da mesma forma, niveis
elevados de FGF aumentam a producdo de VEGF-A, promovendo o recrutamento de células
endoteliais e a formacdo de neovasos [32]. Um outro estudo sugere que miR-15 e miR-16
(microRNAs) controlam a expressdo de FGF-2, FGFR1, VEGF e Wnt, promovendo a
angiogénese [26]. A via RUNX2 induz diretamente genes associados com a angiogénese,

incluindo VEGF, SPP1, MMP9 e MMP13 [12].

5.3. Disseminacéao

O tumor primario liberta “células tumorais disseminadas” (DTCs — disseminated tumor
cells), que podem entrar em circulagéo e atingir todos os tecidos, incluindo o 0sso [2]. De um
ponto de vista seletivo, estas representam um subgrupo unico de células tumorais que foram

capazes de se disseminar, sobreviver em circulagéo e fixar-se e proliferar no tecido 6sseo com
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sucesso. Foi demonstrado que estas células existem na medula 6ssea de doentes com cancro da
mama e PCa mesmo em estadios precoces e sdo consideradas um fator de mau progndstico [34].

O primeiro passo para a formacgdo de metastases é o destacamento do tumor primario.
Este processo requer o extravasamento e a sobrevivéncia em circulacdo das células tumorais,
mecanismos complexos que Ihes imp&em uma pressao seletiva significativa [5]. Estima-se que
apenas 0.02% a 0.1% das células neoplésicas disseminadas seja capaz de atingir e colonizar um
local secundario [9]. O ambiente mecanico e bioquimico da circulacdo difere amplamente dos
tecidos em que o carcinoma se origina, e representa por isso um desafio a sobrevivéncia das
células metastaticas [5]. Neste sentido, um estudo recente sugeriu que as condi¢bes da
circulacdo sanguinea, nomeadamente a sua elevada concentracdo em oxigénio, induz um estado
de dorméncia nas DTCs, contribuindo para 0 seu insucesso no processo de metastizacédo [35].
Adicionalmente, os tecidos epiteliais onde o tumor primario se desenvolve possuem anoiquia,
uma forma de inducéo de morte celular programa em células que se destacam com sucesso do
tecido nativo. Como tal, a ativacdo de mecanismos de sobrevivéncia neste contexto € critica
para a formacdo bem-sucedida de metéstases 6sseas [5].

As células tumorais sobrexpressam os fatores mitocondriais anti-apoptoticos Bcl2, Bel-
XL e Mcll e subexpressam ou desenvolvem mutacgdes inativadoras dos fatores proapoptoticos
Bax, Apafl e caspases. Alteram também a degradacdo proteossémica de Mcl-1, levando a
acumulacdo desta proteina anti-apoptética. Este conjunto de fatores diminui a sua sensibilidade
a anoiquia [5].

Nesta fase, a acrescer a resisténcia a apoptose e a anoiquia, as DTCs usam a autofagia
como um mecanismo de sobrevivéncia. Esta via é ativada atraves da diminuigédo da atividade
de sinalizacdo do mTOR e de outras vias de sinalizagdo de aminoacidos, e constitui uma forma

pela qual as células detetam e respondem positivamente a condi¢fes deficitarias, extraindo
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nutrientes cruciais de contetdos endociticos quando os recursos extracelulares ndo séo
suficientes [5].

A expressdo de Catepsina L (CTSL), uma cisteina protease pertencente a familia das
catepsinas libertada pelo tumor, esta aumentada em varios tumores solidos, incluindo o PCa, e
tem um papel central na promocao da disseminacdo de células tumorais e no processo de
reabsorcéo patologica de 0sso [17].

Estudos sugerem que os tumores desenvolvem vasos linfaticos atipicos, mediados, em
parte, pelo VEGF-C produzido pelas células tumorais, CAFs e TAMs. Embora controversa,
esta hipotese sugere a existéncia de um mecanismo de metastizacao através do sistema linfatico,

adicional a circulacdo sistémica [5].

5.4. Quimiotaxia

Em 1889, Paget e Ewing propuseram duas teorias contraditdrias acerca da forma como
as células tumorais se fixam em locais secundarios para formar metastases. Ewing propds que
0 processo seria essencialmente fisico, na medida em que tecidos com elevada vascularizacado
e tendéncia para a embolizacdo seriam mais propicios a fixacdo de células metastaticas [5]. No
caso do PCa, a elevada incidéncia de metastases na coluna vertebral pode ser justificada
parcialmente pela disseminacdo de células cancerigenas através do plexo venoso de Batson: a
drenagem venosa da pélvis faz-se ndo sé atraves da veia cava como também através de um
plexo venoso que se estende desde a pélvis pelas veias epidural e perivertebral. No entanto, outros
tumores localizados na pélvis e que utilizam o mesmo plexo venoso (por exemplo o carcinoma colo-
retal) ndo apresenta tropismo semelhante para o osso [10]. Assim, Paget sugeriu que determinadas
caracteristicas das células cancerigenas e do proprio tecido secundario contribuem para a
tendéncia para um tumor metastizar para um tecido especifico[5]. Uma vez que a medula éssea

é responsavel pela hematopoiese, e como tal, um local de grande perfusdo sanguinea, constitui
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um substrato biologico ideal para a fixacdo seletiva de células metastaticas que tenham uma
propensdo biologica adequada, o0 que em conjunto com a existéncia de uma serie de fatores
paracrinos especificos, vai ao encontro de ambas as teorias [5].

No caso da metastizacdo para 0 0sso, um fator central de regulacdo da comunicagéo
entre as células tumorais e a medula 6ssea é o eixo de quimiocinas CXCL12-CXCR4. CXCL-
12 (o mesmo que SDF-1 — stromal cell-derived factor — 1), fortemente expresso pelas células
mesenguimatosas residentes incluindo os osteoblastos, € responsavel por criar um gradiente
quimiotatico para as células positivas para CXCR4 [2] e por regular a fixacdo e comunicacao
fisioldgica entre a medula 0ssea e 0s progenitores hematopoiéticos (HSC — hematopoietic stem-
cells) em circulacdo. As células que metastizam para 0 0sso imitam este processo expressando
CXCR4 e CXCRY7, o que Ihes permite responder a quimiotaxia criada por CXCL12 e mimetizar

a estratégia de extravasamento vascular usado pelas HSC que se alojam na medula 6ssea [5].

5.5. Invaséo e colonizacédo do Osso

Para invadirem e colonizarem o0 0ss0, as células metastaticas em circulacdo necessitam
de desenvolver processos celulares e moleculares que lhes permitam aderir e atravessar o
endotélio da vasculatura da medula éssea. Em seguida, procuram um nicho onde possam
sobreviver neste novo ambiente [2].

As células tumorais que aderem preferencialmente a medula dssea expressam fatores
que as ajudam no processo de fixacdo [7]. A libertacdo de citocinas e fatores de crescimento,
incluindo o PTHrP, Wnt, VEGF, integrinas e BMPs estdo envolvidas neste mecanismo [13].
Especificamente, a ligagéo da integrina o'V 33 a vitronectina e osteopontina, e de 041 a VCAM
e a fibronectina sdo essenciais na colonizacao do 0sso. A expressdo de a5p1 facilita a interagao
das células neoplasicas com o estroma. Outra integrina da familia f1, a2p1, um recetor de

colagenio tipo I, ativa a via RhoC GTPase que inicia uma cascata de sinalizacdo responsavel
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pela reorganizacdo do citoesqueleto, migracdo e invasdo preferencial 0ssea mediada por
colagenio, promovendo a invasao e adesao ao colagenio tipo | do tecido 6sseo [29]. As talinas
sdo proteinas adaptadoras que regulam a adeséo celular focal, fazendo a ligagédo de integrinas
com o citoesqueleto. Ligam-se diretamente as integrinas, causando a sua ativacdo. Neste
dominio, Jin et al. demonstraram que talinl é importante para a ativacdo das integrinas da
familia B1. A expressdo de p35 contribui para o aumento de Cdk5, cuja atividade provoca a
fosforilacéo (no residuo S435) de talin 1 e a ativacao de integrinas B1, justificando o seu papel
na metastizacdo do Pca [36].

MAP2K4 aumenta também a capacidade invasiva das células do PCa [24]. A expressdo
de E6-AP, uma proteina-ubiquitina ligase, foi reportada como sendo ativadora da via
PI3K/Akt/mTOR, contribuindo para a migracéo e adesao das células metastaticas do PCa [37].
A proteina derivada dos osteoblastos WISP-1 (Wnt-induced secreted protein-1) promove a
migracdo das células do PCa e a expressdo de VCAM-1 através da inibi¢cdo de miR-126 pela
integrina avp1, FAK e p38. VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) é uma glicoproteina
gue medeia a adesdo de linfocitos e mondcitos ao endotélio vascular. A sua expressdo aberrante
num ambiente tumoral esta envolvida com a adesdo e fixacdo das células metastaticas ao novo
tecido em varios tipos de tumores, incluindo o PCa [38]. As DTCs aderem preferencialmente
as células endoteliais do ambiente vascular da medula 6ssea através da expressao de E-seletina
e do seu ligando (ESL-1 — E-selectin ligand) e SDF-1 (CXCL12), que subsequentemente ativam
uma cascata de eventos que facilita o processo de metastizacdo. A E-seletina é reconhecida
como a principal molécula expressa pelo endotélio, responsavel por iniciar a adesdo das células
do PCa, mas o seu mecanismo ainda € amplamente desconhecido [39]. Neste contexto, foi
demonstrado recentemente que o0 aumento da expressdo de varias FTs (Human
Fucosyltransferase) 3, 6 e 7 nas células do PCa permite a sua ligacdo a E-seletinas da

vasculatura da medula dssea, contribuindo desta forma para a sua adeséo [40].
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Foi demonstrado que as células que metastizam para 0 0SS0 expressam um recetor
(CXCL12) para a anexina Il (ANXAZ2), uma proteina expressa na superficie dos osteoblastos e
usada por estes para aderir as HSC [41]. Esta igualmente envolvida no processo de dorméncia,
explicado posteriormente, e na resisténcia a diversos farmacos [13]. O envolvimento da PKCeg
(protein kynase C epsilon), uma proteina oncogénica, € um fator determinante na migracéao
transendotelial das células do PCa, bem como no crescimento das células metastaticas no
microambiente 0sseo. A sua deplecdo inibe a expressdo de IL-1p, uma citocina implicada na
metastizacao para o 0sso através das via NF-kB e ERK [42].

No PCa o numero de oncossomas (vesiculas maiores que 0S exossomas, que tém a
funcdo de envolver e reciclar amembrana e algumas proteinas citosolicas) esta relacionado com
scores de Gleason 7 e superiores e a presenca de exossomas motiva a diferenciacdo de
osteoblastos e de MSCs em miofibroblastos, o que promove o crescimento tumoral.
Coletivamente, estes dados sugerem que os oncossomas tém um papel no potencial maligno do
PCa e na criacdo de nichos pré-mestastaticos no microambiente ésseo [11].

A especificidade deste processo reflete-se no tropismo das células metastaticas para
ocuparem mais frequentemente o o0sso trabecular epifisial do que a diafise. Embora o
mecanismo ainda ndo seja totalmente conhecido, duas vias, anexina Il (mencionada
anteriormente) e GAS 6 (growth arrest specific-6) parecem estar envolvidas. A ligacdo de
GASG6 ao seu recetor, Axl, altera as fungdes celulares de migracéo, invasao, proliferacédo e

sobrevivéncia e a sua presenca esta associada a um pior prognostico [13].

5.6.Dorméncia

Muitos doentes oncologicos sofrem uma recorréncia metastaticas varios anos apos uma
cirurgia radical, o que induz um mau prognostico. No PCa, o tempo médio de recorréncia para

metastases 0sseas (e morte) apos prostatectomia radical ronda os 16 anos. A disseminacéao
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precoce de células neoplasicas seguida um periodo facultativo e alargado de dorméncia pode
explicar este comportamento clinico prevalente [21]. Assim, as DTCs podem persistir durante
anos nos seus nichos até que estimulos, ainda amplamente desconhecidos, iniciem o seu
crescimento e expansao [2]. Este facto sugere que o processo de formacgédo do tumor secundario
inclui duas fases cinéticas distintas, a primeira — fase de dorméncia latente, seguida de uma
segunda fase - de crescimento agressivo, que representa 0 que acontece com 0s doentes
terminais [5].

Durante a primeira fase considera-se que as DTCs suprimiram ou sairam do ciclo celular
e sdo metabolicamente ativas no tecido (sobrevivem e persistem) mas ndo proliferam
(“proliferative dormancy”). Neste contexto, foi demonstrado que GAS6 ¢ secretado pelos
osteoblastos primarios humanos e funciona como um indutor da paragem do ciclo celular,
levando a uma diminuicdo da proliferacéo de células do PCa que expressem na sua superficie
o recetor Axl [5]. Outra possivel teoria sobre este processo (denominada “mass dormancy”)
considera que ha varios focos de micrometastases, formados por DTCs que sofrem morte
celular a uma taxa semelhante a sua taxa de proliferacéo [21]. O resultado é uma doenca residual
minima que em determinado momento sofre um aumento das taxas de proliferacdo em relacéo
a apoptose formando metastases clinicamente significativas [5]. Este processo podera ser o
resultado de uma adaptacdo retardada aos microambientes estranhos em que as DTCs se
encontram. Para tal podera contribuir a intervencdo de mecanismos de vigilancia imune que
limitam a expansdo das micrometastases, o atraso na criacdo de uma resposta angiogénica eficaz
e a falta de interacGes de ades&o e sinalizagdo. Neoplasias hormono-dependentes, como o PCa,
poderdo entrar em dorméncia em
resposta a terapia hormonal. Embora potencialmente importantes, os mecanismos enddcrinos

de inducdo de dorméncia permanecem em grande parte desconhecidos [21].
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O CXCL12 ndo s6 tem um papel quimiotatico como também intervém na invaséo
tumoral através da regulacdo de proteases e moléculas de adesdo, como a MMP-9
(metaloproteinase-9 da matriz) e as integrinas a5B3, respetivamente [2]. Neste contexto, a
expressao aumentada de Twistl, bem como a via Src aumentam a resposta do tumor ao
CXCL12 e diminuem a apoptose mediada pelo TRAIL [7]. Estas moléculas contribuem para
manter as células tumorais num estado de dorméncia [2,7]. Num estudo realizado recentemente
foi demonstrado que a sinalizacdo por TGF/BMPs, TP53 e o desequilibrio reducdo/oxidacéo
no microambiente tumoral contribuem para a indugdo e manutencao do estado de dorméncia
das células do PCa [35].

No que diz respeito a forma como as células saem do periodo de dorméncia e entram na
segunda fase, pensa-se que as células metastaticas que sofrem reativacdo sdo apoiadas por
nichos especializados da matriz extracelular, que expressam sinais positivos, como o Wnt e
Notch, e atenuam sinais negativos, como as BMPs [21]. Um estudo recente sugere que a
ativacdo constitutiva de MLCK (myosin light chain cynase), um efetor de integrinas f1 e de
TGFp2 em células ndao-proliferativas promove a proliferacdo celular [43]. Esta proliferagdo esta
associada ao aumento de CDKG6 (que se associa a ciclina D1 na fase G1 do ciclo celular e é
regulada por AR) e a uma diminuicéo de E2F4 (que age em conjunto com SMAD3 como cofator
da transcricdo de TGF e induz a apoptose das células do PCa), constituido um mecanismo de
saida do periodo de dorméncia [43]. Niveis elevados de uPA (urokinase-like plaminogen
activator) e do seu recetor associado (UPAR) podem induzir escape da fase de dorméncia
através do aumento da razdo ERK/p38 nas células cancerigenas [44]. Esta expressdo aumentada
de uPAR esta associada com a ativagao a integrina avp1, levando ao crescimento tumoral. Num
outro estudo, a migracao de células neoplasicas mediada por uPA foi ativada pela MLCK cuja

fosforilagdo é mediada por ERK. MLCK é um conhecido regulador da contratilidade,
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motilidade e adesédo celular, no entanto o seu papel na saida do processo de dorméncia das

células do PCa mantém-se largamente desconhecido [43].
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6. A Doenca Ossea Metastatica do Cancro da Prostata

As células que metastizam para o0 0sso formam dois tipos de lesdes distintas: tumores
osteoliticos (com predominio de reabsorcdo 0Ossea) e osteoblasticos (com predominio de
formacéo de 0ss0). No fundo, em ambos 0s tipos existe uma mistura dos dois fenotipos, embora
um predomine. A atividade relativa de cada mecanismo coexistente na leséo define o fendtipo
global que esta adquire em ultima instancia [5]. Clinicamente, as metastases osteoblasticas sdo
menos frageis do que as metastases osteoliticas, embora o seu risco de fratura seja francamente
superior ao do 0sso normal [19].

No PCa sdo observadas tipicamente metastases osteoblasticas, com lesdes
osteoesclerdticas em mais de 90% dos casos. Assim, neste processo, as células tumorais estdo
envolvidas na formacdo patoldgica de 0sso, ainda que o crescimento inicial do tumor esteja
associado a um aumento da reabsor¢do 0ssea [2]. Neste contexto, nas lesbes osteoescleroticas,
apesar do aumento da atividade osteoblastica, a atividade osteclastica também se encontra
aumentada, como mostrado pelos niveis elevados de N-telopeptideo (NTX, um produto da
degradacdo do colagénio) e C-telopeptideo do colagénio tipo | (CTx) (ambos marcadores de
reabsorcao 6ssea), em conjunto com marcadores de formacéo de 0sso como PINP (pro-collagen
propetides), osteocalcina e BALP (bone-specific alkaline phosphatase) [10,13]. Estes
marcadores relacionam-se entre si e com 0 PSA. A avaliacdo imagioldgica destas lesdes revela
uma atividade osteoblastica extensa e a sua observacdo histoldgica confirma o aumento da
matriz mineralizada e a presenca de varios osteoblastos maduros adjacentes ao tecido tumoral
[10].

Anatomicamente, as areas do 0sso mais frequentemente colonizadas por DTCs sdo o
esqueleto axial, incluindo a coluna vertebral, costelas cranio e bacia [9].

Hé evidéncias fortemente sugestivas da criagdo de um microambiente paracrino pelas

células do PCa que favorece a diferenciacdo osteogenica e consequentemente a formacéo de
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um tecido 6sseo com baixa resisténcia mecanica, uma superficie osteoide elevada e integridade
estrutural enfraquecida [2,13]. Neste contexto as metastases osteoblasticas sdo induzidas por
interacdes entre as células cancerigenas e 0s osteoblastos e 0s seus progenitores através da
producdo de TGF-B, proteina morfogénica do osso, IGF, FGF, WNTs, BMPs e Endotelina-1.
Os osteoblastos respondem a fatores morfogénicos ativando a via de sinalizacdo SMAD, a
fatores de crescimento através das vias MAPK e PKC e a WNTSs a partir de vias reguladas por
[B-catenina [5]. Estas vias convergem e interagem com a rede transcricional RUNX2, que é
responsavel pela orientacdo da diferenciacéo e proliferacdo osteoblastica, como mencionado
previamente. DKK1 (Dickkopf-1), um inibidor do WNT, é altamente expresso nas lesdes
osteoliticas, mas € suprimido pelo PTHrP no PCa avancado, potenciando o fendtipo
osteoblastico observado nestes casos [7]. Neste contexto, a PAP (prostatic acid phosphatase) é
secretada pelas células prostaticas normais, tem expressdo elevada nas metastases

osteoblasticas do PCa e promove a mineralizacdo dos osteoblastos [10].

6.1. Osteomimicry

No seguimento da investigacdo que tem sido feita acerca do comportamento das células
metastaticas no tecido 6sseo, Koeneman et al. sugeriu que estas adquirem um fenotipo
semelhante ao 0sso, num processo denominado osteomimicry. Neste estudo admite-se que as
células do PCa adquirem propriedades bone-like para se adaptarem e crescerem no
microambiente 0sseo. Neste sentido, expressam proteinas associadas a maturacdo e
diferenciacdo de osteoblastos incluindo BMPs, PTHrP, RUNX2, ALP e endotelina-1 [10], e
respondem a estimulacdo por fatores de crescimento atraves da ativacdo de CbfA, MSX e outros
fatores de transcricdo osteoblasticos [5]. Varios estudos indicam que a ativacdo da via Wnt
contribui para este processo [19]. Da mesma forma, as celulas do PCa expressam varias

proteinas ndo-colageénicas da matriz 0ssea, incluindo SIBLINGs (small integrin-binding ligand
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N-linked glycoproteins), OC (também chamada BGLAP — bone gamma-carboxyglutamic acid
containing protein) e ON (osteonectin). SIBLINGs € um grupo funcionalmente heterogéneo de
cinco glicofosfoproteinas (OPN, BSP, DMP1 (dentin matrix protein 1), DSPP (dentin
sialophosphoprotein) e MEPE (matrix extracellular phosphoglycoprotein)) que sdo altamente
expressas no 0sso onde funcionam como transdutores de sinal e promovem a adesdo celular,
mobilidade e sobrevivéncia. Deste grupo, OPN e BSP sao as unicas SIBLING para as quais ha
evidéncia da participacdo na progressdo neoplasica e de metastases 0sseas e foram propostas
como marcadores séricos preditivos especificos de carcinomas osteotropicos como o PCa,
mama e pulméo [10].

Os fatores libertados pelas células neoplasicas neste contexto conferem-lhes uma

vantagem adaptativa [10].

6.2. Nicho Metastatico

Considerando o nimero de fatores envolvidos na fixacdo e desenvolvimento das
metastases OGsseas, a nocdo de distribuicdo espacial deste processo deve ser considerada.
Especificamente, a medula 6ssea € um tecido heterogéneo em toda a sua distribuicdo, o que
significa que tem na sua constituicdo espagos Unicos, nichos, com uma pluralidade de
caracteristicas que lhes conferem suscetibilidade a fixacdo de determinadas células tumorais
[5]. Uma visdo emergente desta hipotese descreve a existéncia de dois nichos primarios na
medula 0Ossea: 0 nicho osteoblastico e o perivascular; dependentes do tipo de células
progenitoras que contém: HSCs e MSCs, respetivamente [9]. Este conceito de nicho pré-
metastatico demonstra que as células do PCa invadem nichos, constituidos antes ou durante a
fixacdo das DTCs [7], que de outra forma seriam ocupados por HSCs ou MSCs, competindo
com elas [5]. A resposta a carga mecanica e a consequente natureza do processo de remodelagéo

0ssea, no qual a formacao osteoblastica ocorre preferencialmente na superficie endocortical
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lateral do 0sso e a reabsorcdo osteocléstica € realizada predominantemente nas zonas médias
centrais das zonas endocorticais, condicionam os locais que as células metastaticas colonizam.
Neste contexto, uma vez que a distribuicdo da linhagem osteoblastica ndo é uniforme ao longo
do tecido 6sseo, 0s nichos metastaticos tém uma distribuicdo heterogénea na medula déssea. Foi
demonstrado recentemente que, nos estadios mais precoces da metastizacdo do PCa para 0 0sso,
as células neoplasicas colonizam primeiro as areas com elevado numero de osteoblastos, num
processo dependente da sinalizagdo CXCR4/CXCL12 [45].

O nicho osteoblastico encontra-se mais bem descrito em termos da sua funcdo e
composicdo. Como tal, mecanismos usados pelas células do PCa para subverter e competir
diretamente com as HSCs, embora ainda ndo totalmente compreendidos, podem contribuir para
a formacao de metastases 6sseas. As HSCs aderem a osteoblastos que delimitam a superficie
do enddsteo através de interagdes com VCAM-1, seletinas (P e E), angiopoietina (via interacdes
com Tie2) ou o Kit-ligand [45]. O papel dos osteoblastos é critico na manutencao da quiescéncia
das HSCs nos nichos, mas podem ativar a sua expansao atraves do CXCL12 e a interacdo com
CXCL4 na superficie das HSCs. Os osteoclastos também podem mobilizar estas células através
da expressao de MMP-9 que leva ao processamento de Kit-ligand, um mecanismo que facilita
a libertacdo de das HSCs do nicho e aumenta os niveis de CXCL12 e VEGF na medula dssea.
As células metastaticas do PCa podem utilizar os fatores envolvidos na manutencdo do nicho
hematopoiético, através da expressdo de CXCL4, ja mencionada, e da proteina SENP-1
(SUMO-specific protease 1) que foi identificada como um regulador da expressédo de MMP-9
no PCa e promove a sua metastizacdo para 0 0sso [11].

As células tumorais condicionam o nicho metastatico atraves da secrecdo de varios
fatores soluveis tal como PTHrP, HPSE, anexina Il e OPN [7,11]. O PTHTrP circulante induz a
producdo de CCL2 (também conhecido por MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1))

pelos osteoblastos e outras células do estroma, que por sua vez estimula a producéo de VEGF

34



pelas células tumorais e a angiogénese [7] e promove o recrutamento de TAMSs e precursores
de osteoblastos para 0 microambiente tumoral [11]. HPSE aumenta a atividade dos osteoclastos
e a reabsor¢ao ossea. OPN facilita a adesdo e migra¢do mediada por aVP3 ¢ recruta células da
medula 0ssea, promovendo o crescimento de tumores indolentes. Da mesma forma, CXCR4
expresso pelo tumor liga-se a CXCL12 produzido pelos osteoblastos, contribuindo para a
ocupacdo do nicho hematopoiético pelas células tumorais [7].

Mantém-se em investigacdo se a invasdo do nicho metastatico das HSCs é uma
caracteristica unica do PCa ou um atributo comum a diferentes células que metastizam para o

0ss0, independentemente da sua origem [5].

6.3. O ciclo vicioso

O osso constitui o substrato ideal para as células disseminadas por ser um reservatorio
de fatores de crescimento. No entanto, estes ndo estdo imediatamente disponiveis porque se
encontram armazenados na matriz mineralizada ou no seu estado inativo. Para estimular a
reabsorcao 0ssea e libertar os fatores que necessitam, as células secretam moléculas que atuam
nos osteoblastos e osteoclastos [10]. Esta desregulacdo do metabolismo do osso durante a
metastizacao resulta na libertacdo de fatores das células do estroma e do microambiente 6sseo
[7]. Muitas destas moléculas regulam positivamente o crescimento do tumor, levando a
formacdo de um ciclo vicioso, que representa a existéncia de uma estimulacdo reciproca
autossustentada entre as células tumorais e as células residentes [7,10].

Assim, durante a lise da matriz 6ssea sdo libertados fatores como TGF-p, IGF, Ca* e
maltiplas interleucinas (IL6,-8,-11,-15 e -17), aumentando a proliferacdo e o crescimento do
tumor [19]. Os osteoblastos secretam também uma variedade de proteinas que regulam a
proliferacdo tumoral, incluindo IL-6, SPARC e Periostina. SPARC induz a migracao e a fixacao

do tumor através da integrina aVP3, enquanto IL-6 e a Periostina promovem a sua
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sobrevivéncia [7]. IL-6 é importante para o crescimento do PCa no 0sso bem como para a
progressdo do tumor primario através da ativacdo cruzada de IGF (insuline-like growth factor)
um dos fatores abundantemente libertados na ostedlise da matriz [11]. Os seus niveis sao
significativamente mais elevados nos doentes com CRPC e metastases dsseas quando
comparado com doentes com prostatite, HBP e tumores localizados e foram correlacionados
com a evidéncia clinica e a extensdo da doenca metastatica [46].

O EGFR (epidermal growth factor receptor) pode também contribuir para o ciclo
vicioso. A sua expressdo foi encontrada em 18% dos PCa e associada com estadios avancados
e com a elevacdo recorrente dos niveis de PSA [47]. Ligandos do EGFR libertados da matriz
apos reabsorcdo ou secretados pelas células tumorais influenciam a proliferacéo e atividade das
ceélulas dsseas [48]. Entre estes, EGF (epidermal growth factor), Twistl, TGFa ¢ AREG
(amphiregulin) estdo associados com a estimulacdo da osteoclastogénese atraves do aumento
da producdo de RANKL pelas células do estroma [44,45]. Um estudo recente sugeriu que 0
EGFR esté ligado a ativacdo deTWIST1 através da diminuicdo da atividade de miR-1, que atua
como supressor tumoral [48]. A ativacdo das vias Ras, Akt e MAPK esta relacionada com o
aumento dos niveis dos varios ligandos do EGFR, promovendo a sua funcdo, e,
consequentemente, o crescimento tumoral [47].

De acordo com esta hipétese, as células tumorais produzem PTHrP, que pode causar um
deslocamento na razdo RANKL-OPN favorecendo a formacao, atividade e sobrevivéncia de
osteoclastos responsaveis pela reabsor¢do de osso e producdo de TGF-B (transforming growth
factor — f8), 0 que constitui um estimulo para as células tumorais crescerem e produzirem ainda
mais PTHrP, Jaggedl, CTGF, IL-11 e MMPs [2]. Niveis aumentados de PTHrP encontram-se
também em células que expressam a integrina avf6, que promove a ostedlise através da

expressédo de MMP2 [49].
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Presumivelmente, o ciclo vicioso serd mais complexo, uma vez que moléculas como o
PTHrP e TGF-B podem afetar células imunes que por sua vez tém influéncia no turnover 6sseo
[2].

A figura seguinte (Figura 1) representa resumidamente as moléculas e 0s processos

envolvidos no ciclo vicioso.

IL-6 Célula
SPARC
Periostina
PTHrP
Osteoblastos T RANKL M Osteoclastos
TGF-B Ostedlise
IGF
Caz+
IL (-6,-8,-11,-
15,-17)

FIGURA 1 - PRINCIPAIS MOLECULAS E PROCESSOS ENVOLVIDOS NO CICLO VICIOSO

6.4. Microambiente Osseo e Tumoral

As celulas e substancias residentes no microambiente 6sseo interagem com as células
metastaticas do PCa e geram um “terreno fértil” para a sua fixagdo. Neste sentido, criam um
“onco-nicho” que inclui ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos, células mesenquimais,
endoteliais, adipocitos e células reticulares ricas em CXCL12. Uma vez estabelecidas, as
celulas metastaticas estimulam os osteoblastos e outras células residentes a libertarem varios
fatores de crescimento, aumentando de forma patologica os niveis de RANKL. O aumento
subsequente da estimulacdo dos osteoclastos induz a libertagcdo de fatores da matriz dssea,
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incluindo endotelina-1, TGF-p e TNF-a que promovem, por sua vez, o cresCimento e a
proliferacdo das células tumorais [13].

Yu et al. demonstraram que RSK (Ribosomal S6 protein kinase) regula o crescimento
do PCa no osso independentemente da sua ancoragem através da regulacdo de fatores que
modulam a sobrevivéncia celular (genes relacionados com a apoptose), como ING3, CKAP2 e
PTK®6 [50].

Outras células do estroma interagem com as celulas metastaticas, incluindo os
neuronios, plaguetas e células endoteliais da medula dssea.

No que diz respeito ao envolvimento do sistema nervoso, a ativacdo simpatica resulta
em dor incapacitante, bem como na colonizacéo e proliferacdo tumoral [7]. O Sistema Nervoso
Simpatico (SNS) esta envolvido em estadios precoces do desenvolvimento tumoral, e 0 Sistema
Nervoso Parassimpatico (SNPs) revelou ter um papel importante na metastizacdo para 0 0sso.
A densidade de fibras nervosas simpaticas e parassimpaticas que rodeiam a préstata humana
estd associada com a agressividade do tumor e com um mau resultado clinico. A Leptina
estimula o SNS a libertar noradrenalina que por sua vez atua nos recetores [-androgénicos
(BARs) na superficie dos osteoblastos diminuindo a sua atividade através da produgdo de
espécies reativas de oxigénio. Os BARs sdo expressos em varias células envolvidas no ciclo
vicioso incluindo as células tumorais, osteoblastos, osteoclastos e macréfagos. A ativacdo de
BARs inibe a apoptose e promove a migragdo de células do PCa in vitro [11].

A maioria das metastases 6sseas causa alteracOes catabolicas no turnover 6sseo através
do seu impacto no sistema imune e hematopoiético [2]. Algumas vias de sinalizacdo mediadas
por integrinas tém um papel central nestes mecanismos, incluindo a agregacdo plaquetar
(allbB3), mobilizagdo celular imune/hematopoiética (VLA-4/0steopontina), neoangiogenese

(avB3,avBS, a6p4, integrina-B1) e fungdo do estroma (osteopontina/VLA-4) [29].
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As células neopléasicas aderem as celulas endoteliais residentes e ativam a agregacao
plaquetar, induzindo a angiogénese, e influenciam a diferenciacdo de células mesenquimatosas
em osteoblastos e outras linhagens mesenquimais [7]. Neste contexto, induzem a adesao e
agregacao plaquetar através de mecanismos envolvendo integrinas annb3, ADP, trombina, fator
de von Willebrand e seletinas. As plaquetas representam uma fonte significativa de fatores pro-
angiogenicos (VEGF) e anti-angiogenicos (TSP-1), bem como varias MMPs (incluindo MMP-
1,-3e-13), e sdo recrutadas para locais onde a sua agregacéo pode afetar o crescimento tumoral
[29]. Plaquetas derivadas de doentes com PCa metastizado sdo mais reativas do que as
presentes nos tumores primarios e uma deplecao plaquetar em modelos de PCa diminuiram a
metastizacao e a osteogénese induzida pelo tumor [11].

Os megacariocitos (células precursoras das plaguetas) inibem a diferenciacdo
osteoclastica atraves da libertacdo de fatores soliveis como a OPG, um inibidor endogeno de
RANKL. Adicionalmente, influenciam a formacdo de osso através da estimulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos, sugerindo que podem ter um papel importante no
ciclo vicioso das metastases do PCa. Vaérios estudos neste sentido sugerem que 0S
megacaridcitos podem ser um fator protetor no PCa disseminado, mas é possivel que possam,
de igual forma, promover a metastizacao atraves do envolvimento plaquetar no processo [11].

A secrecdo de CCL5 pelas MSCs (induzida pelas células tumorais) e a sua estimulacdo
por TGFa exdgeno leva a um aumento significativo da libertagdo de fatores angiogénicos como
a angiopoietina-2, G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor), HGF (hepatocyte growth
factor), IL-6, IL-8, PDGF-BB (platelet-derived growth factor-BB) e de HIF2a, que altera sinais
nos recetores de androgénios e aumenta a populagédo de céelulas progenitoras do PCa e a sua
capacidade metastatica [25].

As células da linhagem mieloide da medula dssea (macrofagos, monacitos, células

dendriticas mieloides) migram para os tumores e contribuem para o seu crescimento, invasao e
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angiogenese [29]. A diminuicao da expressao de IFR7 nas células neoplasicas ajuda a acelerar
a fixacdo e o crescimento do tumor atraves da supressdo das respostas imunes mediadas por
células T e NK. Células dendriticas plasmacitdides (pDCs) infiltram frequentemente tumores
primarios da prostata, e a sua ativacdo leva a niveis elevados de citocinas circulantes como IL-
15, CCL5 e CCL2 que estimulam a atividade osteoclastica no 0sso. Estes dados sugerem que
as pDCs tém um papel relevante na criagcdo de nichos pré-metastaticos no 0sso e a deplecdo de
pDCs in vivo diminuiu o nimero de metastases formadas. As células T yd estdao envolvidas na
vigilancia tumoral e quando estimuladas podem expressar citocinas pro-inflamatérias que
promovem a eliminacdo das células neoplasicas. Inibem também a formacéo dos osteoclastos
através da producdo de IFN-y [11]. Yin et al. propuseram que a expressdo de Fnl14, um recetor
da familia TNF, sugere uma ligacdo entre as metastases 0sseas do PCa e a inflamacéo, uma vez
que a ativacdo do eixo TWEAK-Fn14 promove a inflamacédo local. A producdo autocrina de
TWEAK pelas células tumorais, em conjunto com o0s niveis de TWEAK provenientes das
células inflamatorias residentes eleva significativamente os efeitos da promoc¢do do eixo
TWEAK-Fn14, que autonomamente regula a sobrevivéncia, proliferacdo, migracao e expansdo
de progenitores do PCa. Um microambiente inflamat6rio promove o ciclo vicioso mediado pela
interacdo entre as células do estroma, imunes, e elementos do tumor resultando na
sobrevivéncia e proliferacdo das células neoplasicas [51].

As interagOes entre as células neoplasicas e 0 0sso que envolvem a presenca de
hormonas esteroides ainda estdo pouco estudadas. Sabe-se que as concentracdes séricas de
androgénios e outras hormonas sexuais ndo estdo associadas a um aumento do risco de
desenvolver PCa [19]. No entanto, dada a tendéncia acentuada do cancro da mama e do PCa —
ambos sensiveis a esteroides — para formar metastases 0sseas, a compreensdo mais aprofundada

destas interacdes podera ser de grande valor [5].
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Estudos em fase pré-clinica sugerem que a expressdo de enzimas envolvidas no
metabolismo da vitamina D sdo relevantes para o desenvolvimento e progressdo do PCa. O
hiperparatiroidismo secundario induzido pelo défice severo de vitamina D promove a
metastizacao das células do PCa [19].

Outra hipétese largamente inexplorada sugere que as células progenitoras
mesenguimatosas (MSCs), que constituem 0.001% a 0.01% do compartimento medular e
poderdo sustentar o crescimento das metastases do PCa através da sua diferenciacdo em
adipdcitos. Células do PCa que se localizem em regides da medula dssea ricas em lipidos
aumentam a sua proliferacdo. Fisiologicamente, 0 numero de adipocitos na medula 6ssea
aumenta com a idade; neste contexto a doenca 0ssea metastatica desenvolve um ambiente 6sseo
rico em lipidos [10]. Desta forma, substancias lipidicas especificas sdo fatores-chave para a
progressao das células do PCa, funcionando como fatores pleiotrépicos capazes de estimular a
proliferacdo, expressdo genética, quimiotaxia e metabolismo energético. O acido araquidonico
(AA) e o seu precursor, acido linoleico, podem estimular diretamente o crescimento in-vitro do
PCa metastatico. Foi demonstrado que um ambiente rico em AA pode contribuir para o
desequilibrio da homeostase Ossea: metabolitos desta molécula estimulam a libertacdo de
citocinas pelas células neoplasicas que favorecem a diferenciacdo de osteoblastos. Para além
dos &cidos gordos, outros fatores libertados pelos adipdcitos da medula 6ssea podem influenciar
o fendtipo do PCa, incluindo citocinas pré-inflamatérias e adipocinas; no entanto, os dados
disponiveis ainda sdo pouco consistentes [10].

As consequéncias das forcas fisicas geradas pelo crescimento tumoral no espaco restrito
do microambiente 0sseo sdo largamente desconhecidas e € necessaria mais investigagcdo nesta
area. No entanto, Sottnik et al. sugerem que a pressdo induzida pelo tumor podera criar uma
resposta pro-proliferativa e pré-invasiva nos ostedcitos através do aumento da producéo de

CCL5 e MMPs (MMP2 e MMP9). Neste contexto, a expressao aumentada de CCL5 promove
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amigracao e invasao das células do PCa. As MMPs derivadas dos ostedcitos proporcionam um
mecanismo de libertacdo de nutrientes e contribuem para o desenvolvimento do ciclo vicioso
associado a metastizacao do PCa [14].

A Tabela 1 resume as informagdes mais importantes relativamente ao papel dos

diferentes tipos de células intervenientes na metastizacao do PCa.

TABELA 1 - TIPOS DE CELULAS E AS SUAS FUNCOES EM MECANISMOS DE METASTIZAGAO DO
PCa

Tipo de Célula Funcéo Referéncias

Orienta as células da MO para a criacéo
do nicho pré-metastatico;

Exossomas ) . [11]
Induz a diferenciacdo de MSCs em

fibroblastos;

Comunicam com as células neopléasicas
No 0SSO;

Podem ser estimuladas pelas células do
PCa para se diferenciarem em [5,9,11,45]
HSCs
osteoclastos;

Promovem a diferenciacdo de MSCs
em osteoblastos através da sinalizacdo

pelo PCa;

Regulam o nicho de HSCs;
Produzem DKK-1,;

MSCs Inibem a angiogénese e diminuem o [9,11,25,26,28,56]
crescimento pela inibicdo da ativagéo
de Akt;

Promovem o crescimento das células

CAFs [5,9,11,26,28]
do PCa no 0ss0;

Aumentam a diferenciacéo,
Adipdcitos proliferacdo e mineralizacéo [10,11,13]

osteoblastica;
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Promovem a migracdo e proliferagdo
do PCa;

Megacariocitos

Inibem a diferenciacdo osteoclastica;
Estimulam a proliferacéo e
diferenciacdo osteoblastica;
Diminuem a proliferacao de células

tumorais e induzem apoptose;

[11]

Plaquetas

Aumentam a adesao tumoral ao
endotélio;

Libertam VEGF e TGFp

Modulam a diferenciacdo osteoblastica

e a formagé&o de 0sso;

[7,11,29]

Células

Dendriticas

Secretam citocinas que estimulam a
atividade osteoclastica;
Podem ser induzidas a estimular células

T para inibir as células tumorais;

[11,29,64]

Linfécitos T

Expressam RANKL, estimulando a
formacdo osteoclastica;

Expressam INF-y, que inibe a formagao
osteoclastica;

Ativam células T 9, que produzem

citocinas pro-inflamatérias;

[62,64]

Sistema Nervoso

Aumenta a dor devido a estimulagdo
osteoclastica de nociceptores;

Reduz a atividade osteoblastica;
Aumenta a expressdo de RANKL nos
osteoblastos, estimulando a formacéo

de osteoclastos;

[11]
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6.5. Hipdxia e Stress Oxidativo

Os membros da familia HIF (hypoxia inducible factor) séo fatores-chave na resposta as
condicdes de hipoxia criadas no microambiente tumoral e podem promover o crescimento,
angiogenese e metastizacao das células do PCa. O sistema tumoral de resposta a hipoxia pode
ser desencadeado ndo s pelos baixos niveis de oxigénio mas também pela ativacdo de
diferentes citocinas. Existem duas isoformas de HIF (HIFlo ¢ HIF2a) mas a maioria dos
estudos relacionados com o seu papel no carcinoma da préstata focam-se no HIF1a. No entanto,
um estudo sobre o papel de HIF2a no PCa sugeriu que a indugao da sua expressao pode levar
ao aumento da interacdo entre HSP90 e AR (androgen receptor). Esta interacdo inibe a
translocacdo nuclear e a ativacdo de AR que resulta na promocao da metastizagéo [25].

HIF-1a encontra-se aumentado nas células tumorais devido as condicdes de hipdxia no
ambiente dsseo, o0 que resulta no aumento de CXCR4, VEGF e TWISTL. A atividade da CTSL
tem um papel central na hipoxia e acidose criadas pelas células metastaticas na medula 6ssea
[17].

Foi demonstrado que as condicdes de hipoxia sdo capazes de induzir EMT em células
do PCa, através do aumento da expressdo de biomarcadores mesenquimatosos neste contexto.
Uma das vias importantes neste contexto é a AxI/GAS6, previamente mencionada, cuja ligacéo
é estabilizada pela hipdxia, contribuindo para o processo de EMT. Adicionalmente, células
neoplasicas estudadas em ambientes pobres em oxigénio adquirem mais facilmente um fen6tipo
migratorio e invasivo, através da inducao de fatores associados a desdiferenciacao celular, como

Nanog e EZH2 [22].
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7. CRPC (Castrate Resistant Prostate Cancer)

O PCa ¢é uma neoplasia dependente de AR no seu inicio e progressao, razao pela qual a
terapéutica hormonal ocupa um lugar de destaque na sua abordagem [30]. Embora a maioria
dos casos detetados precocemente através do rastreio antigenico sejam controlaveis com
terapéuticas locais, a doenga metastatica mantém-se incuravel. Apesar da regressdo inicial da
doencga com a hormonoterapia, estes tumores recorrem e progridem para CRPC, numa média
de 18 a 24 meses [52], definido como a presenca de doenca que evolui apesar de niveis séricos
de testosterona inferiores a 50 ng/dL, com o aparecimento de metastases dsseas que nao cedem
ao tratamento inicial [30]. Doentes com CRPC tém um prognostico sombrio, com uma
sobrevivéncia média de aproximadamente 14 meses [53].

Véarios mecanismos moleculares sdo apontados como possiveis responsaveis pelo
desenvolvimento deste tipo de PCa, entre os quais varias mutaces dos AR, o aumento de
diversos fatores de crescimento e a ativacdo de varias vias envolvidas na apoptose e na
expressao de genes especificos. Alguns destes processos sdo apresentados com maior detalhe
de seguida.

Como mencionado previamente, 0 aumento da expressao de cofatores e chaperones dos
AR para compensar 0s baixos niveis de androgénios tem sindo apontado como um dos
principais mecanismos responsaveis por esta transformacéo [55]. Um componente essencial do
complexo apo-AR, p23, modula os niveis citosélicos de AR na auséncia de estimulacao
hormonal, aumentando a sua sinalizacdo em multiplos contextos e encontra-se aumentado em
células do PCa [30]. A conversdo de androgénios adrenais em testosterona ¢ Sa-
dihidrotestosterona pelas células tumorais podera estar envolvida neste processo. A activina A,
uma proteina da familia do TGF-f que ¢ ubiquamente expressa no osso ¢ modula o

desenvolvimento da glandula prostética, encontra-se aumentada em doentes com PCa
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metastizado e estimula a sintese intracelular de androgénios pelas células tumorais,
contribuindo para o desenvolvimento de CRPC [19].

Vaérias evidéncias sugerem que a aquisicdo de independéncia aos androgénios pode ser
devida ao aumento dos niveis de varios fatores de crescimento, nomeadamente EGFR [48] e II-
6 [46], e a desregulacdo de vias envolvidas na apoptose (Ras e Wnt) [56]. 100% dos CRPC
metastaticos mostraram expressdo elevada de EGFR, sugerindo que este fator tem um papel
importante na progressdo do PCa [47]. A atividade membranosa de SFK (Src Family Kinases)
aumenta durante a transicdo para CRPC [57]. Da mesma forma, existem evidéncias de que as
metastases 0sseas adquirem resisténcia aos androgénios através da inducdo de BMP-6 pela
expressao de Wnt5-A pelas células tumorais, através da via PKC/p52. Neste contexto, BMP-6
permite a proliferacdo das células do PCa na auséncia de androgénios através da interacdo com
a B-catenina [52].

A expressdo aberrante de alguns genes como AR, ETS, TP53 e PTEN foi verificada em
40 a 60% dos doentes testados num estudo de cohort realizado em 150 individuos afetados por
CRPC. Neste contexto, foram identificadas novas alteracdes gendémicas em PIK3CA/B, R-
espondina, BRAF/RAF1, APC, B-catenina e ZBTB16/PLZF. Aberra¢fes dos genes BRCA2,
BRCAL e ATM também foram identificadas com maior frequéncia (aproximadamente 20%)
nestes doentes do que nos tumores primarios da préstata [58].

As células envolvidas nesta forma de PCa (CRPC) tém capacidade osteogénica e sofrem
um processo de osteomimicry. De igual forma, foi demonstrado recentemente que diversos
fatores estimuladores derivados de osteoblastos (nomeadamente a OPG e MMP2), promovem
o0 fenotipo metastatico e osteogénico destas células, bem como a comunicacgdo cruzada entre o
tumor e o substrato 6sseo [54].

Embora a quimioterapia com docetaxel permaneca a abordagem standard para o

tratamento destes doentes, varios agentes tém sido aprovados recentemente. Sipuleucel-T, uma
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vacina tumoral, tem sido indicada para 0 CRPC assintomatico ou minimamente sintomatico.
Como mencionado previamente, 0 acetato de abiraterona e a enzalutamide inibem a sinalizacao
androgénica associada a resisténcia a castracdo. Ambos estdo indicados apds a terapia com
docetaxel, e a abiraterona encontra-se agora disponivel para doentes que ainda nao realizaram
quimioterapia. Cabazitaxel encontra-se aprovado como alternativa em caso de faléncia do
tratamento com docetaxel. Embora estes agentes influenciem positivamente o curso da doenca,

0 CRPC mantém-se incuravel e sdo necessarias novas terapéuticas [53].
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8. Moléculas Intervenientes mais Relevantes

O Calcio intervém na migracdo, sobrevivéncia e expansdo das células tumorais e
aumenta a expressdo de PTHrP (parathyroid hormone-related protein) [2]. Além do seu
aumento proveniente da reabsorcdo 0ssea envolvida no ciclo vicioso causar hipercalcemia
associada ao tumor, niveis elevados de calcio localmente estimulam a proliferacdo das células
neoplasicas e o crescimento do tumor [19].

O PTHrP possui uma variedade de funcfes, entre as quais facilitar a progressdo de
muitos carcinomas que metastizam para o0 0sso incluindo o PCa. Freemont et al reportaram um
aumento na sua expressdo nas lesdes secundarias do PCa em relacdo ao tumor primario,
sugerindo um papel potencial desta molécula na formacdo de metastases 0sseas [8]. Neste
contexto, ativa uma variedade de vias mitogénicas incluindo MAPK e PI3K/Akt e induz a
producdo de CCL2 pelos osteblastos e outras células do estroma, que por sua vez estimula a
producdo de VEGF nas células tumorais e a angiogénese [7].

O TGF-p (transforming growth factor-$) controla muitos processos bioldgicos, entre 0s
quais a embriogénese, respostas imunes e a remodelacdo 6ssea [59]. Pertence a superfamilia
TGF-B em conjunto com as BMPs, que t€ém um papel crucial na formagéo de osso e é libertado
durante a reabsor¢do osteoclastica [59]. Varios estudos demonstraram um aumento da
expressao de BMP-2/4,-6 e 7 em metastases do PCa. Os niveis de BMP-6 sdo elevados no PCa
metastizado, mas normais na doenca confinada ao 6rgdo, e a sua elevada expressdo em tumores
primarios da préstata esta relacionada com um aumento das taxas de recorréncia e diminuicéo
da sobrevivéncia. Mais recentemente, foi demonstrado que as linhas celulares do PCa que
desenvolvem metastases osteosclerdticas expressam maioritariamente BMP-6 [10]. No que diz
respeito aos carcinomas, o papel do TGF-p pode ser complexo ou mesmo paradoxal: nos
estadios iniciais inibe o crescimento celular e funciona como um supressor tumoral, enquanto

tardiamente promove a invasdo e metastizagdo, em particular para o 0sso [60]. Estudos recentes
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demonstraram que o aumento de TGF-B nas células do PCa aumenta a expressdo de genes
envolvidos no desenvolvimento de metastases 6sseas como RANKL, RUNX2, CXCR4, CTGF
e IL11 [26], bem como PTHrP, COX2 (cyclooxygenase-2) e VEGF [60]. O mesmo estudo
revela que a proteina ligada & membrana PMEPA1a recruta R-SMADs e ligases de ubiquitina
E3 (incluindo NEDD4, AIP4 e SMURF2), que inibem a sinalizacdo de TGF-B por um
mecanismo independente do proteassoma. O blogueio de PMEPAla (também referida como
TMEPAI, STAG1 e N4wwBP4) aumenta a expressao de TGF-B e consequentemente a
metastizacdo 6ssea em modelos animais [60]. Uma cascata com expressao aberrante do TGF-
pode ter um efeito sinérgico com RAS, Wnt, Hedgehog, AR, o eixo FGF-2/FGFR-1, Akt e
EGFR, num contexto de um fenétipo de PCa extremamente agressivo que promove a formacao
de lesdes Osseas [26]. Um estudo de 2012 demonstrou que a inibicdo do TGF-f no PCa inibe o
desenvolvimento de metastases [60].

A PMEPA1 (prostate transmembrane protein androgen induced-1) é uma proteina
transcrita através do gene PMEPAL, com expressao aumentada pelo aumento de TGF-f. Em
doentes com PCa, os niveis de PMEPAL estdo diminuidos na presenca de doenca metastatica e
valores reduzidos de PMEPAL1 estdo relacionados com uma diminuicdo da sobrevivéncia livre
de metastases. Esta reducdo podera ser devida a um mecanismo epigenético de silenciamento,
nomeadamente a uma alteracdo no perfil de metilacdo da proteina. No entanto, € necessaria
mais investigacao neste contexto. Varios estudos demonstraram que a PMEPAL é um regulador
negativo do TGF-B. Uma vez que 0 TGF-f atua como supressor tumoral em estadios precoces
do PCa, é possivel que a inducdo de PMEPAL por fatores ambientais nessa fase (por exemplo
TGF-B, androgénios) diminua a sinalizagdo do TGF-p, impedindo o acesso do tumor as suas
propriedades anticancerigenas [60].

Embora a via do Wnt esteja envolvida na embriogénese e na homeostase de varios

tecidos, varias evidéncias mostram o seu envolvimento em processos tumorais. A ligacdo do
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Wnt a um complexo de recetores transmembranares ativa uma cascata de acontecimentos que
leva ao bloqueio da fosforilagao da B-catenina. Na sua forma hipofosforilada, esta molécula é
mais estavel, acumulando-se no citoplasma e no ndcleo, onde regula a expresséo transcricional
de genes-alvo. Durante o estudo desta via no contexto de varias doencas ligadas ao 0sso, foi
demonstrado que tem um papel central na diferenciacdo de osteoblastos a partir de celulas
progenitoras, e, portanto, na formacédo de metastases osteoblasticas [61]. Assim, as células do
PCa expressam varias moléculas pertencentes a superfamilia Wnt, como Wnt3a, Wnt7b e
Wntl10b, que estdo fortemente envolvidas em fases precoces da diferenciacdo osteoblastica
[11]. Através da ativacdo de CRIM1, a via Wnt propicia o tropismo do PCa para 0 0SSO
facilitando a interacdo entre as células metastaticas e os osteoblastos [61]. O DKK1 (um
inibidor do Wnt), como referido anteriormente, € altamente expresso nas lesfes osteoliticas e
nos tumores primarios, mas € suprimido pelo PTHrP no PCa avanc¢ado, potenciando o fenotipo
osteoblastico observado nestes casos [7]. Foi demonstrado que o envolvimento das MSCs em
metastases osteoblasticas pode estar dependente da sinalizacdo Wnt, nomeadamente da Wnt7b
expressa nas células do PCa. No entanto, como as MSCs sdo uma potencial fonte de DKK1,
sd0 necessarios mais estudos que permitam compreender este mecanismo. A ativacdo sinérgica
das vias Wnt e Ras tem vindo a ser considerada um evento chave no PCa invasivo através do
aumento da expressdo de COX-2 e c-Myc. Um dos fatores intervenientes, o TCF-7
(transcription factor-7) promove a atividade oncogénica da via Wnt [56].

A Endotelina-1 (ET-1), uma proteina pertencente a superfamilia das endotelinas, esta
frequentemente aumentada em casos de PCa avancado, onde estimula a proliferacéo e fungéo
dos osteoblastos e reduz a atividade osteoclastica. Em conjunto com o TGFpB1 e a diminuigao
da expressao de DKK-1 promove a diferenciacao das células do estroma e osteoblastos [10].

A OPN ¢ uma proteina expressa e libertada pelas células do PCa e a sua expressdo esta

relacionada com o tropismo 6sseo. Intervém em diferentes mecanismos fisioldgicos, incluindo
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a resposta imune, reparacdo de lesdes, homeostase vascular, remodelacdo dssea e funcdes
renais. Nos tecidos mineralizados, a OPN ¢é secretada pelos osteoblastos e osteoclastos,
particularmente nos locais de deposicdo de 0sso recentemente formado onde promove a
reabsorcéo, inibicdo da deposicdo mineral, estimulacdo da osteoclastogénese e facilitacdo da
migracdo e adesdo de osteoclastos. No entanto, esta atividade osteoclastogénica verifica-se
apenas em condicOes particulares, nomeadamente na osteoporose pds-menopausa e na falta de
stress mecanico (atrofia). O papel da OPN na metastizacdo implica uma acdo direta nas células
do PCa, de uma forma autocrina, conferindo uma melhor performance adesiva e invasiva as
ceélulas neoplésicas. A maioria destas fung¢des sdo estimuladas pela ligagdo a integrinas (avp3,
avBl, avps, 04p1, a9B1, a8B1) e pela interagdo com CD44 expresso pelas células tumorais
[10].

A BSP é produzida pelos osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos durante a morfogénese
e homeostase do osso. Facilita a mineralizacdo e estimula a diferenciacdo osteobléastica e a
reparacdo Ossea. E expressa de forma aberrante numa variedade de tumores osteotrépicos e nas
células do PCa uma expressao elevada de BSP esta relacionada com o aumento do potencial
invasivo. A ligacdo de integrinas a esta proteina estimula a adesdo a matriz 6ssea extracelular
e a proliferacdo das células metastéaticas [10].

A Osteonectina (ON), também conhecida como SPARC (secreted protein acidic
cysteine-rich) é uma proteina de ligacdo ao colagénio dependente de célcio particularmente
abundante no 0sso. As células epiteliais prostaticas expressam baixos niveis de ON, mas 0s
seus niveis aumentam consideravelmente nos locais metastaticos. A sua expressdo esta
associada a ativacao de avp3 e avp5, libertagao de MMPs e aumento do potencial migratorio e
invasivo. No entanto, a funcdo da ON na metastizacéo ainda é pouco compreendida e paradoxal,
uma vez que ha evidéncias de que a sua expressdo no ambiente 0sseo limite o crescimento

tumoral através da modificacdo do colagenio tipo I, que é fundamental na promocdo da
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proliferacdo das células metastaticas. Da mesma forma, um ambiente rico em ON pode
influenciar negativamente a osteoclastogénese, bloqueando o desenvolvimento do ciclo vicioso.
Por esta razéo, a proliferacdo das células do PCa pode estar dependente do processamento
enzimatico da ON. Neste sentido, provou-se que a catepsina K libertada pelas células
neoplasicas é capaz de clivar a Osteonectina [10].

O potencial envolvimento da via Notch/Jagged na formacédo de metéstases 0sseas pelo
PCa advem de evidéncias recentes que mostram que as células metastaticas expressam niveis
elevados de Jagged-1 e do seu recetor notch-1 quando comparadas com as células benignas dos
tecidos prostaticos ou dos tumores primarios [10].

Os microRNAs tém varios papéis importantes nos processos biolégicos das células
tumorais no que diz respeito a regulacdo pos-transcricional de genes-alvo. Alteracdes na sua
expressao causam perda de fungdes supressoras de tumor ou aumento de atividades
oncogenicas que afetam a progressao tumoral. miR-1 € 0 miR menos expresso nos tecidos do
PCa em comparacdo com tecidos prostaticos ndo cancerigenos e € proposto como um elemento
supressor de tumor e como marcador de progndéstico do PCa [48]. O aumento da expressao de
miR-21 e a perda do aglomerado miR15/miR16 promove a coloniza¢do do 0sso através da
potenciacdo da sinalizagdo pelo TGF-B. As principais caracteristicas das células de PCa em que
ocorre este fendmeno sdo o aumento do potencial agressivo, a desdiferenciacdo e a aquisicdo
de uma EMT marcada, indicando que estas alteracfes colaboram de forma sinérgica para
maximizar a malignidade destas células. A expressdao aumentada de miR-21 promove o
crescimento hormono-dependente e hormono-independente do PCa [26]. A familia miR-34
mostrou ter um papel apoptético e anti proliferativo, funcionando como supressor de tumor, e
a sua inativacdo foi reportada nas células malignas do PCa [56]. A ativacdo de miR-203 inibe

a formacéo de metastases 0sseas e induz a apoptose das células neoplasicas do PCa [47].
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O TWIST1 e um fator de transcricdo com expressdo aumentada em muitos tumores
solidos agressivos, incluindo um grupo de PCa avancgados, nos quais esta associado a graus de
Gleason superiores. Em contraste, a sua subexpressdo em CRPCs aumentou a sensibilidade aos
farmacos anti-cancerigenos e reduziu o potencial migratorio e invasivo das células neoplasicas
[48].

O RUNX2 (Runt-related transcription factor 2), fator de transcricdo envolvido na
fisiologia normal do 0sso, encontra-se anormalmente elevado nas células do PCa. A sua
presenca, nestes casos, esta positivamente relacionada com um score de Gleason superior e com
um aumento do potencial metastatico. Desta forma estimula o crescimento, migracdo e
atividade osteolitica de tumores da mama e da prostata. Os seus efeitos nas células neoplasicas
sdo similares aos descritos previamente para os osteoblastos. Como demonstrado por Ge et al.,
a sua fosforilacdo no mesmo local que ativa a diferenciacdo dos osteoblastos € crucial para a

estimulacao de genes associados a metastizacdo [12].
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9. Perspetivas Futuras

9.1. Diagnostico e Prognostico

A metastizacdo do PCa é responsavel pela vasta maioria das mortes relacionadas com
este tumor. Por este motivo, identificar a populacdo em risco de desenvolver PCa avancgado e
prevenir a formacéo de metastases € um dos maiores desafios da oncologia atual [39].

O CXCR4 tem sido apontado como biomarcador diagndstico de PCa, e esta
significativamente associado ao tamanho do tumor. A sua expressdo estd associada com a
metastizacao para ganglios linfaticos e para 0 0sso e € um marcador de mau progndéstico para
estes doentes [18]. Pelos mesmos motivos, o gene PBK e a via p38 [44] sdo apontados como
potencial biomarcador num estudo recente [16]. De forma semelhante, a dindmica dos miRNAs
ndo se correlaciona diretamente com os scores de Gleason ou com o0s niveis de PSA, sugerindo
gue o seu estudo podera adicionar alguma informacdo as analises convencionais. O papel
funcional dos miRNA na biologia tumoral tem sido investigado e existem muitas evidéncias de
que estes possam ser usados como biomarcadores para a previsdo do comportamento clinico
e/ou monitorizacdo da resposta terapéutica do PCa [26]. Entre estes, 0 miR-34 podera ter
importancia em doentes com PCa dependente de Ras [56]. Gururajan et al. identificaram miRs
no aglomerado DLK1-DIO3 (delta-like 1 homolog-deiodinase, iodothyronine 3),
nomeadamente o miR-154 e o miR-379, aumentados nas células do PCa, com potencial para
funcionarem como marcadores de prognastico [27].

Um estudo recente sugeriu que a expressao de RANK, RANKL e OPG pode ser usada
como marcador de diagnostico para identificar doentes com elevado risco de PCa agressivo
[62].

Estudos realizados com células de PCa biopsadas mostraram uma associacao entre o
eventual desenvolvimento de lesdes metastaticas e a elevada expressdo nuclear de p23 em

tumores com graus de Gleason <7. Estes dados sugerem que esta molécula podera vir a ser

54



usada como um indicador de prognostico no futuro em doentes com graus de Gleason reduzidos
[30].

Hansen et al. sugeriram recentemente que a proteina ALCAM (Activated Leucocyte Cell
Adhesion Molecule), que se encontra elevada através da sinalizacdo por TGF-p (mediada pela
ADAML1Y7), estd aumentada e € um dos mecanismos responsaveis pelo aumento do potencial
metastatico das células do PCa, podendo vir a funcionar no futuro como um fator prognaéstico
[63].

PCa e resultados adversos tém sido associados ao défice de vitamina D e ao
hiperparatiroidismo secundario. Embora concentragdes elevadas de vitamina D pré-diagndstico
possam ser relacionadas com um melhor prognostico, aumentos nos niveis de PTH
(Parathyroid Hormone) correspondem a um aumento de 43% no risco de desenvolver a doenca

[19].

9.2. Tratamento

No futuro, uma compressdo mais abrangente do nicho metastatico e das moléculas
envolvidas em todo o processo de metastizacdo ira facilitar o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para prevenir ou mesmo curar lesdes 0sseas metastaticas, que de outra
forma seriam fatais [9].

Estes avancos fornecem meios para a prevencao terapéutica da formacdo de metastases
Osseas tendo como alvo mecanismos moleculares que envolvam CXCL12 ou VCAM-1 [17].
Nos ultimos anos, houve um aumento significativo de ensaios clinicos com antagonistas
CXCL12/CXCR4 e o seu papel anticancerigeno. O Nox-Al12, um antagonista CXCL12,
encontra-se atualmente em fase 111, em testes clinicos aplicados a doentes com melanoma, um
tipo de tumor conhecido por provocar ostedlise. A ativacdo do PPAR-a (peroxisome

proliferator-activated receptor o) com Wy14643 inibiu VCAM-1, impedindo as interagdes
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com HSCs no nicho hematopoiético e promovendo a sua mobilizacéo. A inibicdo de VCAM-1
em doentes com PCa pode prevenir a extravasao e adesao de DTCs aos nichos hematopoiéticos
e deve ser investigada no futuro. Terapéuticas contra as vias do VCAM-1 ou do
CXCL12/CXCL4, combinadas com terapia dirigida a citocinas (Tocilizumab, um anticorpo
monoclonal anti-1L-6) podem ser Uteis para atenuar a progressao do PCa [11]. O uso de agente
mobilizadores de HSCs no nicho hematopoiético (como o AMD3100) em conjunto com a
quimioterapia convencional tem sido testado numa tentativa de eliminar as células neoplasicas
em estado de dorméncia resistente a quimioterapia e diminuir o crescimento de metastases ja
estabelecidas. Uma vez que as células metastaticas colonizam em primeiro lugar as zonas ricas
em osteoblastos, usar estas regides como um alvo terapéutico podera ser uma estratégia Util na
prevencdo da formacdo de metastases 0sseas [45].

Estudos pré-clinicos de terapéuticas anti-VEGF, como o bevasuzimab, inibiram com
sucesso o crescimento das células do PCa no osso. Adicionalmente, a expressdo de MET pode
ser aumentada através da inibicdo do VEGF, razdo pela qual o blogueio das duas vias com
carbozantemib, por exemplo, podera superar estes efeitos [11].

Uma das vias que podera servir como alvo é a via dos fatores de crescimento dos
fibroblastos (FGFs — Fibroblasts growth factors). A expressédo aberrante de ligandos e recetores
FGF leva a ativacdo constitutiva de multiplas cascatas moleculares envolvidas na progressao
do PCa, nomeadamente as ja mencionadas MAPK/ERK, PI3K/AKT. A investigacdo neste
ambito levou ao desenvolvimento de novas terapéuticas que bloqueiam estas vias, com dois
farmacos inibidores de tirosina cinase (TKIs) em fase Il de ensaios clinicos — dovitinib e
nintedanib. Uma potencial vantagem destes farmacos é a sua capacidade para inibir
simultaneamente outros recetores de tirosina cinase com propriedades angiogénicas, como 0
VEGFR e o PDGFR. Os resultados preliminares destes estudos apontam-nos como uma

estratégia promissora para o tratamento do CRPC [53].
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Vaérios estudos em fase pré-clinica estdo a investigar a reprogramacéo da polarizacao
dos macrofagos com fenoétipo M2 para M1, marcando NF-kB e COX-2 como possiveis alvos
terapéuticos. Estudos animais indicaram que bifosfonatos contendo nitrogénio (por exemplo o
acido zoledronico) reduzem MMP-9, provocam uma expansao das células T y6 ¢ dirigem TAMSs
para um fenétipo M1, através de um mecanismo ainda desconhecido. A supressao efetiva da
migracao celular das células do PCa pela OPG através do bloqueio da atividade de RANKL
representa uma estratégia terapéutica potencial [62].

Atuar no SNS, em particular em BARs com agentes beta-bloqueantes podera contribuir
para a nossa capacidade em tratar metastases do PCa. Em varios estudos retrospetivos, o uso de
beta-blogueantes aumentou a sobrevivéncia numa variedade de tumores solidos, incluindo o
PCa em doentes a receber terapia de privacdo de androgénios [11]. Um estudo recente
demonstrou a existéncia de reacdes cruzadas entre ARs e o SRF (serum response factor), um
co-modulador destes recetores, podera estar relacionada com o surgimento de CRPC e 0 seu
uso como alvo terapéutico podera ter utilidade no futuro [64]. Os transplantes autélogos de
células dendriticas “modeladas” provaram ser uma estratégia eficaz para estimular o
reconhecimento imuno-mediado pelas células T e atacar as células agressivas do PCa,
aumentando a sobrevivéncia global destes doentes [64].

Foi demonstrado que KGP94, uma molécula inibidora do CTSL, tem o potencial de
diminuir a progressao da doenga metastatica do PCa e os SREs associados e podera ter utilidade
no tratamento do PCa avancado [17]. Da mesma forma, nos Gltimos anos foi demonstrado que
a inibicdo preferencial de RSK bloqueia a proliferacdo de PCa sensivel a androgénios e de
CRPC, sugerindo a sua possivel aplicabilidade terapéutica. Foram identificadas 3 classes
diferentes de inibidores desta molécula, nomeadamente SL0101, FMK e BI-D1870, que se
mantém em estudos em fase pré-clinica [50]. Uma série de estudos realizados por Pavese et al.

identificaram a sequéncia TGF-p, MAP2K4, p38 MAPK, HSP27 (heat shock protein 27) e
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MMP2 como estando envolvida na invasdo promovida pelo PCa. Esta via pode ser inibida pela
genisteina, revelando assim um possivel interesse terapéutico [24]. Estudos realizados
recentemente demonstraram que o inibidor de multiplos RTKs (incluindo c-kit) e VEGF,
Cabozantinib (XL184), pode prolongar a sobrevivéncia e melhorar os resultados imagioldgicos
de doentes com CRPC [31].

A interrupcdo da interacdo entre MSCs da medula dssea e as células neoplasicas e a
consequente interrupcdo da sua conversao para CAFs através da inibicdo do sinal produzido
por TGFB1 podera resultar na supressao da progressao do PCa [28].

Induzir ou manter as células disseminadas num estado indolente de dorméncia € uma
perspetiva clinicamente atrativa. No entanto, o desenvolvimento de uma abordagem terapéutica
neste sentido requer um conhecimento profundo dos mecanismos que regulam o fenémeno de
dorméncia [43].

Park et al. demonstraram que o dasatinib e saracatinib, ambos inibidores de SFKs,
induzem uma reducéo de 50% no crescimento de varias linhagens de células de PCa in vitro.
Apesar do seu efeito anti-proliferativo, os inibidores da atividade de SFKs tém um efeito
citotoxico minor nas células tumorais [57].

A identificacdo de varios mecanismos intervenientes na aquisicdo de insensibilidade aos
androgénios pelas células do PCa (CRPC) torna-os num alvo atrativo para abordagens
terapéuticas [48]. O papel da terapia de privagdo hormonal na promocdo da EMT necessita de
ser esclarecido no sentido de justificar a aplicabilidade destes regimes terapéuticos, combinados

ou em monoterapia [19].
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10. Conclusao

A elevada prevaléncia do carcinoma da prostata tem justificado a insisténcia da
comunidade cientifica na pesquisa de novas abordagens terapéuticas para esta doenca. No
entanto, a complexidade dos mecanismos fisiopatoldgicos que a constituem, bem como a
limitacdo do conhecimento tedrico e tecnoldgico atual representam 0s principais entraves a
inovacdo farmacologica e/ou interventiva neste dominio. Neste contexto, nos anos mais
recentes, 0s modelos animais tém constituido a forma mais eficaz de estudar a fisiopatologia da
doenca metastatica do PCa, nomeadamente através da utilizacdo de ratinhos imunodeprimidos.
Para além disso, sdo ainda utilizados no estudo de potenciais novas terapéuticas, embora com
algumas limitacoes.

No futuro, o objetivo passara cada vez mais pelo desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes, que nos permitam melhorar a qualidade e a esperanca de vida destes
doentes. Para tal, serd necessario manter o esforco para aprofundar o conhecimento acerca de
todas as moléculas e mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenca inicialmente e
posteriormente de CRPC, cujos processos ainda ndo sdo completamente conhecidos, no sentido
de individualizar progressivamente a terapéutica, dirigindo-a as caracteristicas e condicdes

especificas de cada doente.
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11. Lista de Acrénimos

ALCAM - Activated Leucocyte Cell Adhesion Molecule
ALP — Alkaline Phosphatase

APPPI — Triphosphoric Acid | Adenosin-5’-yl-ester-3
AR — Androgen Receptor

BALP — Bone-specific Alkaline Phosphatase

BGLAP — Bone Gamma-carboxyglutamic Acid-containing Protein
BMP — Bone Morphogenetic Protein

BSP — Bone Sialoprotein

CAF — Cancer Associated Fibroblasts~

COX2 — Cyclooxygenase 2

CRPC - Castrate-Resistant Prostate Cancer

CTSL - Catepsine L

DKK - Dickkopft-1

DLK 1 DIO 3 - Delta-like 1 Homolog-deiodinase iodothyronine 3
DMP — Dentin Matrix Protein

DSPP — Dentin Sialoprotein

DTC — Disseminated Tumor Cells

EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor

EMT - Epithelial Mesenchymal Transition

ESL1 - E-selectin Ligand

FGF — Fibroblast Growth Factors

FPPS — Farnesyl Pyrophosphate Synthase

FRS2-a — FGF receptor Substrate 2-a.

FT — Human Fucosyltransferase
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GAS6 — Growth Arrest Specific

HGF - Hepatocyte Growth Factor

HIF — Hypoxia Inducible Factor

HSC - Hematopoietic Stem Cells

IGF — Insuline-like Growth Factors

IL — Interleukin

MAPK - Mitogen-activated Protein Kinase
MCP — Monocyte Chemoattractant Protein
M-CSF — Macrofage-colony stimulating factor
MLCK — Myosin Light Chain Kinase

MMP — Matrix Metalloproteinase

MSC — Mesenchymal Stem Cells

OC - Osteocalcin

ON - Osteonectin

OPN — Osteopontin

PAP — Prostatic Acid Phosphatase

PBK — PDZ domain-binding Kinase

PCa — Prostate Cancer

PDC — Plasmocitoid Dendritic Cells

PDGF - Platelet-derived growth factor

PINP - Pro-collagen Propeptides

PKC — Protein Kinase C

PMEPA — Prostate Transmembrane Protein Androgen Induced
PPAR — Peroxisome Proliferator-activated Receptor

PSA — Prostate-Specific Antigen



PTHrP — Parathyroid Hormone Related Protein

RANK - Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B
RSK — Ribosomal S6 Protein Kinase

RTK - Receptor Tyrosine Kinase

RUNX2 — Runt-related Transcription Factor-2

SDF — Stromal Cell-derived Factor

SENP — SUMO-Specific Protease

SFK - Src Family Kinase

SIBLING - Small Integrin-binding Ligand N-linked Glycoprotein
SPARC - Secreted Protein Acidic Cysteine-rich

SRE - Skeletal Related Events

SRF — Serum Response Factor

TAMs — Tumor Associated Macrophages

TGF — Transforming growth factor

TNF — Tumor Necrosis Factor

TSP-1 — Trombospondin-1

UPA - Urokinase-like Plasminogen Activator

VCAM - Vascular Cell Adhesion Molecule

WISP — Wnt-induced secreted Protein-1

WNT — Wingless-type Protein
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