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Resumo

Introducao: O carcinoma da prostata é uma das neoplasias mais prevalentes no sexo
masculino a nivel mundial, com maior incidéncia em paises desenvolvidos, onde a utilizacao
de técnicas de prevencao secundaria é mais disseminada. Apesar dos avancos terapéuticos,
os casos de cancro metastatico, recorrente ou com mecanismos de resisténcia continuam a
representar um desafio médico significativo. Para além das mutacOes genéticas, as
alteracoes epigenéticas, como a desacetilacao das histonas, desempenham um papel crucial
na progressao tumoral. Os inibidores das histonas desacetilases tém demonstrado efeitos
terapéuticos promissores, estando ja aprovados para o tratamento de varias neoplasias.
Atualmente, estao a ser investigados em ensaios clinicos com o objetivo de otimizar o

tratamento do carcinoma da prostata.

Objetivos: A presente dissertacao tem como objetivo analisar e destacar a relevancia do
potencial terapéutico dos inibidores das histonas desacetilases, quer em monoterapia, quer
em combinacdo com outros agentes, no tratamento de carcinomas da prostata refratarios

as terapéuticas convencionais.

Metodologia: A pesquisa bibliografica foi conduzida na base de dados PubMed, entre
agosto de 2023 e agosto de 2024, incluindo artigos em inglés sem restricoes temporais,
tendo sido elegidos, sempre que possivel, os estudos mais recentes. Ap6és uma analise

criteriosa, foram selecionados os materiais de maior relevancia para o tema.

Conclusao e perspetivas futuras: Os inibidores das histonas desacetilases tém
evidenciado efeitos promissores, sobretudo no contexto das neoplasias hematolégicas. No
entanto, a sua utilizacdo em monoterapia tem apresentado resultados limitados em tumores
solidos, como o carcinoma da prostata, devido a emergéncia de mecanismos de resisténcia,
respostas terapéuticas parciais e efeitos adversos que comprometem a continuidade do
tratamento. Em contrapartida, a combinacdo destes inibidores com agentes
quimioterapéuticos ou outros farmacos especificos tem demonstrado uma eficacia superior,
revelando-se como uma abordagem promissora para doentes que esgotaram outras opc¢oes
terapéuticas. Esta estratégia combinada proporciona uma nova esperanca para casos
avancados, com o potencial de melhorar a resposta ao tratamento e prolongar a sobrevida
dos pacientes. Assim, torna-se imperativo continuar a investigacao nesta area, dado que
podera contribuir significativamente para a obtencao de melhores resultados nos ensaios

clinicos.
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Abstract

Introduction: Prostate carcinoma is one of the most prevalent cancers among men
worldwide, with a higher incidence in developed countries where the use of secondary
prevention techniques is more widespread. Despite therapeutic advances, cases of
metastatic, recurrent, or resistant cancer continue to represent a significant medical
challenge. In addition to genetic mutations, epigenetic alterations, such as histone
deacetylation, play a crucial role in tumor progression. Histone deacetylase inhibitors have
shown promising therapeutic effects and are already approved for the treatment of various
cancers. They are currently being investigated in clinical trials with the aim of optimizing

the treatment of prostate carcinoma.

Objectives: This dissertation aims to analyze and highlight the relevance of the therapeutic
potential of histone deacetylase inhibitors, whether in monotherapy or in combination with

other agents, in the treatment of prostate carcinomas refractory to conventional therapies.

Methodology: A bibliographic search was conducted in the PubMed database between
August 2023 and August 2024, including articles in english with no temporal restrictions,
prioritizing the most recent studies whenever possible. After careful analysis, the most

relevant materials were selected for the topic at hand.

Conclusion and Future Perspectives: Histone deacetylase inhibitors have shown
promising effects, particularly in the context of hematologic malignancies. However, their
use in monotherapy has shown limited results in solid tumors, such as prostate carcinoma,
due to the emergence of resistance mechanisms, partial therapeutic responses, and adverse
effects that compromise treatment continuity. On the other hand, the combination of these
inhibitors with chemotherapeutic agents or other specific drugs has demonstrated superior
efficacy, representing a promising approach for patients who have exhausted other
therapeutic options. This combined strategy provides new hope for advanced cases, with
the potential to improve treatment response and prolong patient survival. Therefore, it is
imperative to continue research in this area, as it may significantly contribute to achieving

better results in clinical trials.
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Introducao

A prostata é a maior glandula acessoéria do sistema reprodutor masculino, sendo
também o local de origem de duas patologias prevalentes, a hiperplasia benigna da prostata
(HBP) e o carcinoma da prostata, ambas diretamente relacionadas com o envelhecimento
(1).

O carcinoma da proéstata é um dos tipos de cancro mais prevalentes no sexo masculino,
afetando diversas regioes geograficas e etnias (2,3). A maior parte dos casos diagnosticados
anualmente ocorre em paises desenvolvidos, devido a maior adesao a técnicas de prevencao
(3). Apesar dos avancos significativos no desenvolvimento de novas terapéuticas e
abordagens personalizadas, o carcinoma da prdstata permanece um desafio médico de
relevo, em grande parte devido a iatrogenia associada a patologias benignas e a inadequacao
das terapias disponiveis para o cancro metastatico ou resistente (4).

Embora as alteracoes genéticas sejam reconhecidas como estando na base do
desenvolvimento do cancro, atualmente é amplamente aceite que as modificacoes
epigenéticas desempenham também um papel central na sua génese. As alteracoes pos-
traducionais das histonas, por exemplo, podem desempenhar um papel crucial na
carcinogénese, ao modularem a transcricao genética, a remodelacdo da cromatina e a
arquitetura nuclear. A acetilacao das histonas, um dos mecanismos pos-traducionais mais
bem caracterizados, é regulada pelo equilibrio entre a atividade das histonas
acetiltransferases (HAT) e das histonas desacetilases (HDAC). A remocao do grupo acetil
pelas HDAC reverte a acetilacao da cromatina, modificando a transcricao de oncogenes e
genes supressores tumorais. Além disso, as HDAC atuam sobre substratos proteicos nao
histonicos, regulando uma ampla gama de processos biologicos, incluindo a iniciacao e
progressao de varios tipos de cancro (5).

Em humanos, estao descritas dezoito HDAC, sendo classificadas em quatro grupos com
base nas suas caracteristicas e mecanismos de acdo. Existem diversas evidéncias que
demonstram a sua elevada expressao abundante no carcinoma da prostata, destacando-se
o papel critico que desempenham na regulacao da via do recetor de androgénios (AR), um
mediador fundamental no crescimento e proliferacao deste tipo de cancro (6).

Os inibidores das histonas desacetilases (HDACi) tém revelado potenciais efeitos
terapéuticos em varios tipos de neoplasias, tanto em estudos pré-clinicos como em ensaios
clinicos. Estes agentes reduzem a carga tumoral, atenuando o crescimento dos tumores e
regulando a angiogénese. Além disso, suprimem a atividade das HDAC, promovendo uma
maior acetilacio das histonas e a sua agregacdo em autossomas, induzindo,

simultaneamente, a expressao génica. Diversos estudos indicam que estes inibidores
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exercem um efeito antineoplasico sobre as células tumorais através de varias vias, incluindo
a interrupcao do ciclo celular, a inducao de apoptose e a ativacido de mecanismos de
autofagia (7).

Entre os HDACi aprovados pela FDA, destacam-se o panobinostat, vorinostat,
romidepsin, pracinostat, entinostat e acido valpréico com varios ensaios clinicos em curso

para avaliar os seus beneficios e desafios terapéuticos no carcinoma da prostata (7).
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Objetivos

Os objetivos da presente dissertacao consistem, numa primeira fase, em analisar os
farmacos aprovados pela FDA para o tratamento de diversos tipos de cancro, que
apresentem potenciais efeitos no cancro da prostata. Numa segunda fase, procurou-se
evidenciar a relevancia do potencial terapéutico dos mecanismos epigenéticos acionados
por esses farmacos, bem como o seu papel no tratamento do cancro da prostata, quer em
monoterapia, quer em terapias combinadas. Atualmente, estes firmacos encontram-se em
investigacdo pré-clinica para casos de cancro da prostata recorrente, metastatico ou
refratario a terapéutica hormonal, ou que apresentem outros mecanismos de resisténcia.
Deste modo, o presente estudo visa compilar a informacao mais recente sobre esta tematica,
sublinhando a importancia da continuidade da investigacao nesta area terapéutica, que se
revela promissora e potencialmente crucial para o tratamento de determinados subgrupos

de doentes.
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Metodologia

Para atingir os objetivos propostos nesta dissertacio, foi realizada uma pesquisa
bibliografica na base de dados Pubmed entre agosto de 2023 e agosto de 2024, tendo sido
utilizados os termos em inglés: prostate, prostate cancer, epidemiology, risk factors,
diagnosis, treatment, epigenetic mechanisms, androgen receptor, histone deacetylase e
histone deacetylase inhibitors, complementada com informacdo obtida em livros de
“Urologia”.

Foram incluidos artigos em inglés e sem qualquer limitacao temporal.

Numa primeira fase, os artigos de revisao foram selecionados com base no seu titulo.
Mais tarde, foi analisado o seu contetdo e contributo para os objetivos definidos, tendo sido
selecionados os artigos mais pertinentes para o tema. Adicionalmente, as referéncias
bibliograficas dos artigos selecionados foram analisadas para que outras publicacoes
relevantes pudessem ser acrescentadas.

Foi também considerada a data da publicacao tendo sido elegidos, sempre que possivel,
os estudos mais recentes.

Apds analise minuciosa dos materiais considerados de maior relevancia para o tema,

foi possivel elaborar esta dissertacao.
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Capitulo 1. Cancro da prostata

1.1 Anatomia e histologia da préstata

A prostata, na sua forma conica, esta localizada na escavacao pélvica, em posicao
subperitoneal, entre o diafragma pélvico e a cavidade peritoneal. Encontra-se
posteriormente a sinfise pubica, anteriormente ao reto e inferiormente a bexiga urinaria,
envolvendo a uretra proximal (1).

A prostata é constituida por uma base, um apex e superficies anterior, posterior e
infero-lateral. A base relaciona-se com o colo da bexiga e com a uretra prostatica, que
atravessa longitudinalmente a glandula. O 4pex assenta na superficie superior do diafragma
urogenital e contacta com a superficie medial dos miusculos levantadores do anus. A
superficie posterior, triangular e plana, relaciona-se com a parede anterior do reto. A
superficie infero-lateral, juntamente com a superficie anterior, assenta sobre a fascia do
musculo levantador do anus, acima do diafragma urogenital (1).

A prostata é envolta por uma pseudocapsula composta por elementos glandulares e
estromais, firmemente unidos. A camada interna é constituida por musculo liso e a camada
externa por colagénio (1).

A irrigacao arterial é garantida por ramos provenientes das artérias iliacas internas,
nomeadamente das artérias vesicais inferiores, artérias pudendas internas e artérias retais
médias. A inervacao da prostata é complexa, sendo mediada por fibras nervosas do sistema
nervoso autébnomo (simpatico e parassimpatico), que formam o plexo hipogastrico inferior
(plexo prostatico). Esse plexo é crucial tanto para o funcionamento normal da prostata
quanto para a sua relacao com estruturas adjacentes, como a bexiga e o esfincter uretral. A
drenagem linfatica é efetuada primordialmente para os ganglios das cadeias iliacas internas,
iliacas externas, pré-sagradas e obturadoras (1).

Em toda a sua extensao, a prostata € circundada por musculos esfincterianos. A uretra
proximal é envolta por musculo liso, o que permite o seu encerramento durante a
ejaculacdo, evitando o movimento retrégrado. O esfincter da uretra distal é constituido por
fibras musculares estriadas (1).

A prostata esta dividida em varias zonas, como representado na figura 1. Estas zonas
podem ser distinguidas pela sua histologia, observada na figura 2, pontos de referéncia

anatémicos, funcoes bioldgicas e suscetibilidade a alteracoes patologicas (1).
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Legenda
Capsula prostatica
Zona anterior
Zona de transicao
Zona periuretral

! Zona central
Zona periférica

Figura 1. Zonas da prostata. Adaptado de AMBOSS Library. Zones of the prostate. https://amboss.com/.
Acedido a 25 de marco de 2024.

Figura 2. Histologia da prostata. [1] camada de tecido periprostatico, [2] capsula prostatica composta por
musculo liso [3] glandulas prostaticas tubuloalveolares circundadas por estroma fibromuscular denso. AMBOSS
Library. Fine structure of the prostate. https://amboss.com/. Acedido a 25 de margo de 2024.

Conforme indicado na tabela 1, 70% dos cancros da prostata surgem na zona periférica,
que tem a sua origem no seio urogenital. Pelo contrario, a zona central, que deriva do ducto
de Wolff ou ducto mesonéfrico, apresenta uma baixa incidéncia de cancro, tal como
acontece com outras estruturas originarias deste ducto, como as vesiculas seminais. Apesar
da zona de transicao partilhar a origem embriologica com a zona periférica, a prevaléncia
de cancro da proéstata ronda os 25%, o que podera ser explicado pelas suas diferencas
estromais. A zona de transicao apresenta um estroma mais fibromuscular, que favorece o

aparecimento da HBP (1).
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Tabela 1. Caracteristicas das diferentes zonas da prostata (1).

Zona Zona de transicao Zona
central periférica
Volume (%) 25 5 70
Origem Ducto de Wolff Seio urogenital Seio urogenital
Embriolégica
Epitélio Grandes glandulas Pequenas glandulas Pequenas glandulas
poligonais redondas redondas
Adenocarcinoma 5 25 70
(%)
HBP (%) - 100 -

1.2 Cancro da prdstata

a. Epidemiologia

O cancro da prostata é um dos cancro mais prevalentes no sexo masculino. A sua
incidéncia varia mundialmente entre regioes geograficas e etnias, sendo mais comum na
raca negra (2). A maioria dos casos diagnosticados anualmente ocorre em paises
desenvolvidos devido a maior adesao a técnicas de prevencao secundaria (3).

Esta doenca é mais comum em individuos idosos, com 6 em cada 10 casos
diagnosticados em homens com 65 anos ou mais, e uma idade média de diagnostico em
torno dos 66 anos (8). De acordo com o Globocan 2022, aproximadamente 1,5 milhoes de
novos casos de cancro da prostata foram diagnosticados, sendo 32,2% destes na Europa,
representando o 4° cancro com maior incidéncia a nivel mundial (9).

Apesar dos avancos no desenvolvimento de novas terapéuticas e abordagens
individualizadas, o cancro da proéstata continua a ser um desafio médico significativo,
devido a iatrogenia associada a patologias benignas e terapias inadequadas para o cancro
metastatico (4). O Globocan 2022 relatou cerca de 397 mil mortes atribuidas a este cancro,
sendo cerca de 29% na Europa (9).

Globalmente, espera-se que o nimero de novos casos de cancro da prostata atinja cerca
de 1,7 milhGes em 2030, com aproximadamente 500 mil mortes. Este aumento é
principalmente atribuido ao crescimento e envelhecimento da populacao, com um maior
nimero de pessoas com 65 anos ou mais (10).

Segundo o Globocan 2022, o cancro da prostata é o tipo de cancro mais prevalente no
sexo masculino em Portugal. Em 2022, foram diagnosticados aproximadamente 7500
novos casos de cancro da prostata, representando cerca de 20% do total de cancros no sexo
masculino. Estima-se que, em 2027, a prevaléncia nacional atinja aproximadamente 29000

casos (11).
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b. Fatores de risco

O aparecimento do cancro resulta de alteracOes na sequéncia de DNA, incluindo
mutacoes pontuais, polimorfismos de nucleétido tnico (SNP) e alteragdoes cromossémicas
nas células somaticas. Tais mutacoes podem desencadear a transformacao das células da
prostata em células cancerigenas, silenciando genes supressores de tumores e ativando
oncogenes. Estas mutacoes podem ter origem hereditaria ou ser adquiridas (3). Dentro dos
genes frequentemente utilizados como biomarcadores para cancro da prostata, destacam-
se 0 BRCA, HOX, ATM, RNAse L (HPC1, Iq22), MSR1 (8p) e ELAC2/HPC2 (17p11), os quais
desempenham papéis cruciais tanto no diagnoéstico e prognostico, como na previsao do
aparecimento do cancro (3,12).

No que concerne aos fatores de risco nao modificaveis, um estudo recente realizado nos
EUA estabeleceu que a probabilidade de desenvolvimento do cancro da prostata aumenta
1,8% entre os individuos com idades entre os 60 e 69 anos, e 9% entre os homens com 70
anos ou mais, sendo este o principal fator de risco (13). Além disso, a incidéncia de cancro
da prostata é mais elevada na raca negra, influenciada por fatores genéticos e biologicos,
bem como por desigualdades no acesso a medidas preventivas (2).

No que diz respeito aos fatores de risco modificaveis, a inatividade fisica pode aumentar
a taxa de mortalidade associada ao cancro da prostata, enquanto a pratica regular de
atividade fisica pode reduzir o risco do seu desenvolvimento a longo prazo (14). A
alimentacao também desempenha um papel importante na etiologia do cancro da prostata.
Dietas vegetarianas tém sido identificadas como fatores protetores, em contraste com dietas
ricas em carne, que elevam o risco da doenca. De igual forma, o consumo de dietas pro-
inflamatorias amplifica a probabilidade de surgimento deste tipo de cancro, tal como o
consumo de acidos gordos trans, comuns em alimentos ultraprocessados (15,16). O
tabagismo foi igualmente reconhecido como um fator de risco adicional (14).

Foram ainda estabelecidas associacOes entre prostatite, sindrome de Sjogren e
periodontite, e um maior risco de desenvolvimento do cancro da prostata (14).

Em relacao aos fatores de risco ocupacionais, trabalhadores expostos a produtos
quimicos e pesticidas, como agricultores e petroleiros, apresentam um risco aumentado de
desenvolvimento deste tipo de cancro (17,18). Além disso, agentes infeciosos como o virus
do papiloma humano (HPV), especialmente o HPV-16, sao considerados fatores de risco
adicionais (19).

No ambito do cancro da prostata hereditario, destaca-se como principal fator de risco
a presenca de casos nos familiares proximos, com uma hereditariedade estimada em 58%
(20-22). Uma porcao significativa dos casos de cancro da prostata hereditaria pode ser

atribuida a SNPs, que sao variacoes genéticas relativamente comuns. Quanto a
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predisposicao genética, as mutagoes nos genes HOXB13 e BRCA2 sdo frequentemente
associadas a uma maior suscetibilidade para o desenvolvimento do cancro da prostata. No
entanto, a prevaléncia destas mutacoes na populacao geral é estimada em apenas 0,3% (23-

25).

c. Fisiopatologia

i.  Inicio e desenvolvimento do cancro da prostata

Os estadios de aparecimento e desenvolvimento do cancro da prostata, presentes na
figura 3, sdo caracterizados pelos seus respetivos processos moleculares, genes e vias de
sinalizacdo. O primeiro sinal de aparecimento do cancro ¢ uma inflamacao generalizada da
glandula prostatica, que resulta da divisao descontrolada das células causada por mutacoes
no DNA. A nivel dos cromossomas, ha o encurtamento dos telobmeros, que pode decorrer do
stress oxidativo resultante da inflamacao da glandula prostatica (3).

Nas células cronicamente inflamadas, a secrecao de grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) levam ao recrutamento
de células imunes ativadas, que conduzem a amplificacdo de processos desregulados e,
eventualmente, a condicoes pré-neoplasicas. Se a quantidade de ROS/RNS produzidas
forem suficientes para superar a resposta anti-oxidativa endogena, ocorre dano oxidativo a
nivel dos acidos nucleicos, lipidos e proteinas que pode resultar em alteracoes genéticas e
epigenéticas que, por sua vez, conduzem a desregulaciao na expressao de oncogenes e genes
supressores tumorais. Assim, o stress oxidativo e a inflamacao cronica sao processos muito
relacionados entre si e, quando o organismo falha no bloqueio destes mecanismos, pode

levar a mutacoes que conduzem ao inicio da carcinogénese (26).

e . Neoplfisifi Adeno- Adeno-
Epitélio 1ntraep1tgllal carcinoma carcinoma Metéastases
normal prostatica (latente) (clinico)
(PIN)

Figura 3. Estadios de desenvolvimento do cancro da prostata (3).
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Foram descritas algumas alteracOes genéticas, nomeadamente no proto-oncogene
MYC, gene PTEN, gene NKX3.1 e fusdes TMPRSS2-ERG, com impacto no inicio do
desenvolvimento do cancro da prostata, como representado na tabela 2. A fusao de genes
que ativa a via de sinalizacao oncogénica ERG também contribui para o desenvolvimento
do cancro (3).

Na fase inicial do cancro da prostata, as alteracoes genéticas representam papéis na
carcinogénese, nomeadamente pela sub-expressio do gene NKX3.1, que resulta na
progressao tumoral, bem como a agressividade e capacidade invasiva do tumor, pela sobre-
expressao do proto-oncogene MYC, que promove a instabilidade genémica e tumorigénese,
e pela inativacao do gene PTEN, que estimula uma proliferacao celular descontrolada. A
fusao de TMPRSS2-ERG esta presente em cancros da prostata resistentes a castracao,
podendo ser detetada em cerca de 50% desses pacientes (3).

Na fase de progressao, a ativacdo da via ERK/MAPK potencia uma proliferacao
descontrolada, perda de diferenciacao das células e uma diminuicio no mecanismo de
apoptose (3).

Aproximadamente 80-90% dos cancros da prostata sdo dependentes de androgénios
ao diagnostico inicial, sendo que a grande maioria dos tratamentos hormonais sao dirigidos
areducao da concentracao sérica de androgénios e a inibicao dos seus recetores. No entanto,
por vezes esta terapéutica falha, tornando o cancro da prostata refratario ao tratamento
hormonal (27).

As metastases sao resultado da reativacao das vias de sinalizacao envolvidas na divisao
e proliferacao das células (3). Resultados da analise de expressao génica indicaram uma
sobre-expressao de mRNA e proteinas do gene EZH2 presentes em cancros da prostata

metastaticos, sugerindo que pode ser um novo alvo de tratamento (28).

Tabela 2. Processos e genes alterados ao longo da evolucao do cancro da proéstata (3).

Inicio Progressao
Inflamagio
Stress oxidativo Reativagdo das vias de sinalizagao
Senescéncia

Encurtamento dos telomeros

Sub-regulagdo do gene NKX3.1
Sobre-expressao do gene MYC Ativacao de ERK/MAPK
Inativacao de PTEN Mutagbes no AR
Fusao de TMPRSS2-ERG

12
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il.  Vias moleculares da carcinogénese

1. Via de sinalizacao do recetor de androgénios

Os androgénios regulam aspetos importantes no desenvolvimento masculino e
respetiva funcao reprodutora, através da interacao com o AR, como representado na figura
4. A transcricao de genes reguladores do AR ¢é induzida pela ligacao com a testosterona, em
particular da 5a-dihidrotestosterona (DHT). A DHT é um androgénio potente produzido
nos tecidos periféricos, incluindo na prostata, a partir de testosterona e por intermédio da

acao da enzima 5a-redutase (29).

TGFB, IL-6, IGF-1

Citoplasma

Figura 4. Acao androgénio-AR na prostata. A ligacdo da testosterona ou DHT [1] ao AR [2] promove a ligagao
dos seus co-reguladores (ARAs) [3]. O AR sofre translocac@o para o nucleo e liga-se aos elementos de resposta
androgénica (AREs) [4] nas regides promotoras dos genes-alvo para induzir a proliferacio celular e inibir a
apoptose. O TGFp, IL-6 e IGF-1 promovem a atividade do AR através da fosforilagdo do AR ou dos ARAs (27).

Os androgénios sao essenciais para o desenvolvimento normal da prostata, apos o qual
continuam a promover a sobrevivéncia e a diferenciacao do epitélio secretor, composto pelo
tipo de células primarias na origem do adenocarcinoma (30). O AR é um importante
mediador no crescimento e proliferacao do cancro da proéstata. Foram reportados baixos
niveis de testosterona em pacientes recentemente diagnosticados com cancro da prostata,
ainda nao submetidos a tratamento, estando esses niveis correlacionados com uma
expressao elevada do AR. Assim, isto poder4 indicar uma maior sensibilidade das células
cancerigenas aos estimulos hormonais, mesmo na presenca de baixos niveis de
testosterona, o que pode influenciar a agressividade e o comportamento do cancro. Além

disso também foi observada uma maior densidade de vasos capilares associados ao tumor

(27).
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Mutacoes e amplificacoes do gene AR foram reportadas em cerca de 1% dos casos de

cancro da proéstata primario, e em 60% dos casos de cancro metastatico (31-33). A maioria

das mutacoes causa alteracoes num tinico aminoacido, predominantemente no dominio de

ligacao do androgénio ao AR. As consequéncias funcionais resultantes destas mutagoes sao

responsaveis por promover a capacidade dos antiandrogénios funcionarem como agonistas

do AR, o que confere uma vantagem em termos de progressao do cancro (34).

Foram descritas alteracoes especificas na progressao e modulacao da atividade do AR

no cancro da prostata, como a repeticao de nucleotidos, a amplificacao do gene AR, a sobre-

expressao de co-reguladores e a relacao de AR com genes supressores tumorais e fatores de

crescimento, representadas na figura 5.

A. Repeticao dos trinucle6tidos CAG e GGN do AR. Variacoes polimorficas nas repeticoes

B.

CAG do terminal NH2 foram associadas a alteracoes na transcricao do AR in vitro e a
variacoes de aumento de tamanho da prostata em homens sob terapia de substituicao
de testosterona, constituindo um fator de risco para o aparecimento e progressao do
cancro da prostata (27,35-38). Uma delecao da repeticao do trinucle6tido GGN, ou
poliglicina, resulta numa reducao de 30% da transcricao do AR (35). No entanto, sera

necessaria mais investigacao para averiguar os seus efeitos no cancro da prostata.

Amplificacao do AR. Este mecanismo permite que as células prostaticas cancerigenas
se tornem sensiveis ao reduzido nivel de androgénios provocado pela terapéutica
ablativa de androgénios. A amplificacdo de AR raramente ocorre em cancros da
prostata primarios sem tratamento. No entanto, foi encontrada em 20-30% dos casos

de cancro da prostata refratarios a terapéutica hormonal (39-43).

Sobre-expressao do co-regulador de AR. Uma vez que os co-ativadores potenciam a
atividade transcripcional dos recetores de esteroides, permitindo que eles se tornem
ativos com concentracoes baixas de ligandos, foi proposto que a sobre-expressao de
certos co-ativadores pudesse contribuir para o desenvolvimento de cancros
responsivos a hormonas esteroides, como é o caso do cancro da prostata. Este processo
foi verificado com os co-ativadores SRC-1, TIF-2, SRC-3, ARA70, a fosfatase ativadora

de cdk, cdc25B, a proteina interativa Tat, Tip60, e a proteina nuclear, nmts5 (27).

D. AR e genes supressores tumorais.

i.  Rb. O gene Rb desempenha um papel protetor contra o desenvolvimento de
cancro, controlando a passagem pelo ponto de restricao durante a fase G1 do ciclo

celular e limitando a atividade do AR. A perda de Rb permite que as células

14



ii.
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proliferem sem controlo e que o AR se torne mais ativo, o que contribui para o
desenvolvimento e maior agressividade do cancro da prostata (27).

BRCA2. A mutacdao no gene supressor tumoral BRCA2 aumenta a atividade
transcripcional de AR, pelo efeito sinérgico com as proteinas GRIP1/TIF2, co-
ativadoras da familia de p160 (44).

PTEN. A perda do gene PTEN resulta num aumento da via de sinalizacao
PI3K/Akt, o que contribui para o aumento da proliferacao celular e diminuicao da
apoptose. No cancro da prostata, esta perda esta diretamente relacionada com o
aumento da gravidade do cancro, estando associada a tumores mais agressivos,

resisténcia a tratamentos e a um pior prognostico (27).

E. Modulagdo do AR por fatores de crescimento. Um aumento no ntimero de cascatas

transdutoras de sinal influencia a atividade transcripcional de AR, tanto por

fosforilacao direta do mesmo, como dos seus co-reguladores (27).

i

ii.

iii.

v.

Her2/Neu/ErbB2. Constitui uma das quatro tirosina quinases de membrana
estruturalmente relacionadas, que compoem o fator de crescimento epidérmico
(EGF). O aumento da expressio de Her2 no carcinoma da prostata esta
relacionado com o desenvolvimento da resisténcia ao tratamento hormonal, uma
vez que permite a ativacdo do AR com niveis muito baixos de androgénios
circulantes (27). A sobre-expressao de Her2 contribui ainda para o aumento da
transcricao de AR na presenca de DHT, o que apoia a teoria de que o aumento de
Her2 permite a proliferacao de células prostaticas malignas antes da intervencao
terapéutica (45).

TGFp. Na prostata normal, inibe o crescimento do epitélio prostatico e contribui
para a diferenciacao do estroma. Os mediadores da sinalizacdo do TGFp sao as
proteinas Smad que funcionam como reguladores da fosforilagao. Varios estudos
afirmam que uma sensibilidade diminuida para o efeito inibitério do TGF,
contribui para a proliferacao e progressao do cancro da prostata (27).

PYK2. Este fator de crescimento modula a ativacao do AR pela fosforilacao de um
co-regulador, o ARA55. A fosforilacao do ARA55 bloqueia a interacao ARA55-AR,
reduzindo a ativacio do AR nas células cancerigenas da prostata (27).
Clinicamente, a reducdo da expressao de PYK2 é verificada nos tumores mais
agressivos (46).

IL-6. A citocina IL-6 regula a diferenciacao e proliferacao celulares. Elevados
niveis de IL-6 foram encontrados em pacientes com cancro da proéstata
metastatico, especialmente nos cancros refratarios a tratamento hormonal, o que

indica que a IL-6 apresenta um papel na progressao do cancro da prostata.
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Estudos afirmaram que a IL-6 pode modular a atividade do AR através de varias
vias de sinalizacdo, como a ativacao das vias PI3K/Akt, STAT3 e MAPKK/MAPK

quinase (27).

v. IGF-1. Medeia a sinalizacao mitogénica e anti-apoptoética através do recetor IGF-

1R (27). No sangue, o IGF-1 estd predominantemente ligado ao IGFBP-3, o que

diminui a sua atividade (27). Estudos epidemiol6gicos demonstraram que o

aumento de IGF-1 associado a diminuicdo de IGFBP-3, contribui para um

acréscimo em 2 a 4 vezes do risco de desenvolvimento de cancro da prostata

(47,48).

Alteracoes
no AR

Repeti¢ao dos trinucledtidos
CAG e GGN

Amplificagdo do AR

Sobre-expressao do co-
regulador de AR

Genes Supressores
Tumorais

Modulacio pelos fatores de
crescimento

Figura 5. Alterac6es do AR no cancro da prostata.

2. Mecanismos epigenéticos

| BRCA2

PTEN

—1 Her2/Neu/Erb2

] TGFB

PYK2

IL-6

IGF-1

As modificagOes epigenéticas induzem alteracoes reversiveis e hereditarias no DNA,

sem alterarem a sua sequéncia. Sao geralmente classificadas como um hallmark do cancro,

devido a sua acao combinada com a ativacao de oncogenes e inibicao de genes supressores

tumorais. Alguns dos mecanismos epigenéticos descritos sao a metilacao de DNA, as

modificagoes covalentes das histonas, as variantes das histonas e os complexos de

remodelacdo da cromatina. No cancro da prostata, a desregulacdo dos mecanismos

epigenéticos, que se encontram representados na figura 6, esta na base das alteracoes nas

vias de crescimento das células e na progressao do tumor no geral (49).
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A metilacao do DNA € a principal alteracao descrita no cancro da prostata (50,51). Este
processo envolve a adicao do grupo metil formando 5-metilcitosina (5mC), usualmente na
regiao promotora, nas ilhas CpG, para promover o silenciamento de genes. Esta reacao ¢
catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMT), nomeadamente a DNMT1 responsavel
pela manutencao da metilacio de DNA, e a DNMT3a e DNMT3b responsaveis pela
metilacao de novo. Em contraste, a desmetilacio do DNA ¢ realizada pelas enzimas TET
(49). No cancro da prostata, o gene LINE-1, usualmente silenciado no genoma humano, é
re-expresso nas células cancerigenas, e as DNMT3a e DNMT3b sao altamente expressas e
estao associadas a progressao tumoral (52,53).

Os modificadores pos-traducionais das histonas provocam alteracoes enzimaticas das
proteinas. Estas reacoes sao estabelecidas pelas histonas metiltransferases (HMT) e HAT, e
removidas pelas histonas desmetilases (HDM) e HDAC. A desregulacao entre HMT e HDM
foi observada nas células do cancro da prostata e foi associada a proliferacao das células
tumorais. Estas alteracoes conduzem a um efeito pleiotrépico, que pode conduzir a ativacao
ou repressao da transcricao de genes. A acetilacdo das histonas esta associada a ativacao
transcripcional do DNA através da neutralizacdo das cargas das histonas, que leva ao
relaxamento e abertura da molécula de DNA. As HDAC sao uma familia de remodeladores
de cromatina que englobam quatro grandes classes (I, I, III e IV) regulando tanto os fatores
de transcricao, como a desacetilacdo de histonas. As HDAC sao um grupo comum de
modificador poés-traducional das histonas no cancro da prostata, que conduzem a repressao
transcripcional de genes especificos (49). A sobre-expressao das HDAC1, HDAC2 e HDAC3

foram associadas a progressao e agressividade do cancro da prostata (54).
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Figura 6. Alteragbes epigenéticas no cancro da prostata (49).
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d. Rastreio e Diagnostico

Os principais determinantes para o aumento da taxa de mortalidade relacionada com
o cancro da prostata sao o diagnostico tardio e a faléncia terapéutica (3).

Atualmente, nao existem testes de rastreio especificos que permitam diagnosticar, de
forma definitiva, o cancro da prostata. Contudo, sao realizados convencionalmente alguns
exames que possibilitam a identificacao de casos suspeitos, sendo que os mais comumente
utilizados sao o toque retal e o teste de antigénio especifico da prostata (PSA). Segundo a
Direcao-Geral da Saude, a prescricao e determinacao do PSA para rastreio populacional
estao contraindicadas, ficando reservadas para rastreio oportunistico em individuos com
idades compreendidas entre os 50 e os 75 anos. A manutencao da determinacao dos niveis
de PSA so6 deve ocorrer em individuos com esperanca de vida superior a 10 anos, com
periodicidade definida tendo em conta os resultados obtidos em determinacoes anteriores
(3,55). O PSA, por sua vez, € uma glicoproteina secretada pelas células epiteliais da glandula
prostatica, que se encontra maioritariamente no sémen, podendo também ser detetado na
corrente sanguinea (3). Como representado na tabela 3, para valores basais de PSA
<2,5ng/ml, a periodicidade da sua determinagao é de 2 em 2 anos, e para valores basais
compreendidos entre 2,5 e 4ng/mL, a periodicidade é anual. O cut-off de PSA ¢é definido
como 4 ng/mL, sendo que valores superiores sugerem que o paciente necessita de realizar
testes adicionais, nomeadamente a determinacdo da percentagem de PSA livre (3,55).
Pacientes com niveis de PSA entre 4 ng/mL e 10 ng/mL apresentam uma probabilidade de
desenvolvimento de cancro de 25%. Por sua vez, pacientes com valores de PSA superiores a

10 ng/mL apresentam uma possibilidade de diagnostico de cancro acima dos 50% (56).

Tabela 3. Resultado do teste de PSA e respetiva interpretacao (55).

Valor de PSA Seguimento
< 2,5 ng/mL PSA com periodicidade de 2 anos
2,5 — 4 ng/mL PSA com periodicidade de 1 ano

Determinacdo da % de PSA livre:
e >25% - controlo anual PSA
4 — 10 ng/mL e  <25% - referenciacdo a consulta hospitalar com
carater prioritario para realizacao de biopsia

>10 ng/mL Referenciagao a consulta hospitalar com carater prioritario
para realizacao de bidpsia

Uma vez que o PSA é especifico da glandula prostatica, mas nao especifico de cancro,

um valor aumentado também pode significar uma patologia benigna, como a HBP ou
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prostatite, ou pode mesmo representar um aumento fisiolégico relacionado com a idade. O
PSA também pode ser utilizado para avaliar a eficacia do tratamento, ou em casos de cancro
da prostata recorrente (3).

No que diz respeito a exames de imagem, a ressonancia magnética (RMN) pode ser
utilizada para identificar dreas anormais da prostata. A RMN multiparamétrica (RMN-mp)
¢ um exame avancado que proporciona uma visualizacao detalhada da estrutura prostatica,
podendo ser utilizada como ferramenta de rastreio, especialmente quando os resultados do
toque retal e ecografia prostaticos sao negativos. O PI-RADS (Prostate Imaging Reporting
and Data System) é um sistema de classificacao usado para avaliar e relatar os achados da
RMN-mp (3).

A suspeita de cancro da prostata é normalmente complementada com uma biopsia
prostatica. Esta constitui o método mais fiavel no diagnostico de cancro da prostata. Se a
bidpsia for positiva é reportado o grau de diferenciacao das células tumorais de acordo com
o score de Gleason (que varia entre 6 e 10), ou, mais recentemente, pela classificacao de
ISUP que varia entre 1 e 5, correspondendo os graus mais baixos a células mais
diferenciadas e com um prognostico mais favoravel, e os graus mais elevados a células mais
indiferenciadas e com um progndstico mais reservado (57).

Mais recentemente, foram exploradas novas técnicas de imagem como a tomografia por
emissao de positroes com o antigénio de membrana especifico da prostata, ou PET-PSMA,
que se projeta que, juntamente com a RMN-mp, venham a alterar o paradigma do
diagnostico e abordagem terapéutica individualizada do cancro da prostata (3).

De acordo com as mais recentes diretrizes, qualquer individuo do sexo masculino com
risco acrescido de desenvolver cancro da prostata, podera realizar uma RMN-mp antes de
avancar para a realizacdo de uma bidpsia, tornando o exame dirigido aos locais que
efetivamente apresentam alteracoes. Isto serve para minimizar as complicacOes associadas
a bidpsia, como sintomas do trato urinario inferior (LUTS), hemattria, disfuncao erétil

temporaria, hematospermia, problemas hemorragicos e retencao urinaria aguda (RUA) (3).

e. Estadiamento

Saber a extensao do cancro da prostata € um fator essencial na determinacao do método
de tratamento mais adequado. Devido ao aparecimento de novas tecnologias e terapéuticas
inovadoras, € possivel delinear um diagnostico e um tratamento personalizado. Métodos
mais recentes como a RMN-mp sao utilizados para determinar a extensao e a agressividade
do cancro da prostata, assim como as opc¢oes terapéuticas disponiveis. Outro método,
também utilizado, consiste na analise de imagens de contraste dinamico em ressonancia

magnética, ou DCE-MRI, para verificar a possibilidade de existéncia de células cancerigenas
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nos nodulos linfaticos. A PET também pode ser utilizada para detetar e avaliar o tratamento
do cancro da prostata (8).

Relativamente ao estadiamento propriamente dito, existem essencialmente dois
sistemas a considerar, um para o estadio clinico e outro para o estadio patologico. O estadio
clinico é determinado por exames como o toque retal, bidpsia, tomografia computadorizada
(TC) e/ou RMN e cintigrafias 6sseas. Por sua vez, o estadio patologico diz respeito a
informacdo obtida durante a cirurgia e aos resultados do laboratério de Anatomia
Patologica (8).

O sistema TNM, apresentado na tabela 4, é muito utilizado. O (T) refere-se ao tamanho
e localizacao do tumor, o (N) a disseminacao do tumor a nivel dos nédulos linfaticos e o (M)
as metastases noutras partes do corpo. Os resultados sao posteriormente combinados para

determinar o estadio do cancro (8).

Tabela 4. Estadiamento TNM (58).

T1 — tumor nao palpavel
T1a — Ressecdo transuretral da prostata (RTU-P) em <5% do tecido
T1ib — RTU-P em >5% do tecido
Tic — Bibpsia prostéatica positiva (realizado por aumento do PSA)
T2 — tumor palpavel confinado a prostata
T T2a — Afeta V2 de um lobo, ou menos
T2b — Afeta mais de %2 de um lobo
T2c — Afeta ambos os lobos
T3 — tumor que se extende através da cipsula prostética
T3a — Extensao extracapsular
T3b — Invasao das vesiculas seminais
T4 — invade as estruturas adjacentes (esfincter externo, reto, masculos levantador do anus, parede
pélvico)

Nx — nao se pode confirmar a presenca de metistases ganglionares
N No — auséncia de metastases dos ganglios linfaticos regionais
N1 — presenca de metéstases dos ganglios linfaticos regionais

Mx — nao se confirma presenca de metéstases a distancia
Mo — auséncia de metastases a distancia
M1 — presenca de metastases a distancia
M Mia — metéastases dos ganglios linfaticos a distancia
Mib — metastases 6sseas. Os ossos mais afetados sdo: bacia e sacro, coluna, fémur, costelas e
omoplata.
Mic — outras

A diferenciacao histologica, que é obtida através da biopsia, é classificada de acordo
com o score de Gleason, fundamental para compreender a agressividade do tumor, qual a
terapéutica a adotar e qual o prognostico da doenca. O score de Gleason varia de 6 a 10,
sendo que o grau 6 corresponde a um tumor bem diferenciado e o grau 10 ao mais

indiferenciado. A ISUP desenvolveu, em 2014, um sistema de classificacao que pretende
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melhorar e adaptar o score de Gleason. A classificacao ISUP possibilitou uma melhor
interpretacao clinica do Gleason 6, permitiu distinguir os graus de Gleason 7 (3 + 4) e 7 (4

+ 3) e ainda redefinir o prognostico dos pacientes com cancro da prostata de alto grau (8,57).

Tabela 5. Score de Gleason e ISUP (8,57).

Grupo Score de Gleason ISUP Estadiamento

I 6 1 Baixo grau. Células bem diferenciadas.

11 7(3+4) 2 Médio grau. Células moderadamente
diferenciadas, mais favoraveis.

III 7(4+3) 3 Médio grau. Células moderadamente
diferenciadas, menos favoraveis.

v 8 4 Alto grau. Células pouco diferenciadas.

A% 9ou 10 5 Alto grau. Células indiferenciadas.

Na pratica clinica, os médicos combinam o sistema TNM com o score de Gleason e com
os niveis de PSA, definindo o estadio do cancro da prostata. Existem 5 estadios, sendo que
0 “0” serefere a auséncia de cancro e os estadios “I aIV” descrevem a extensao da progressao

do cancro da prostata, como descrito na tabela 6.

Tabela 6. Estadiamento clinico do cancro da prostata (8).

Estadio Caracteristicas
- Crescimento lento. Tumor nao palpével e envolve apenas Y2 de um dos lados da
I prostata, ou menos. As células aparentam ser saudaveis.
- Nivel de PSA baixo.
- Tumor apenas na proéstata; Tamanho pequeno, mas com risco de crescimento e
II (A,B,C) proliferacao aumentados.

- Niveis de PSA baixos/médios.

- Tumor em crescimento, de alto grau e localmente avangado, com grande

III (A,B,C) probabilidade de crescimento e proliferacao.
- Niveis de PSA altos.
IV (A,B) - Cancro envolve outras estruturas.

f. Tratamento

Os avancos nas técnicas de diagnostico e de tratamento permitiram uma melhoria na
capacidade de estratificacao de pacientes pelo risco de progressao do cancro da prostata, e
possibilitaram uma proposta de tratamento baseada no prognostico e preferéncias do

doente (3). A tabela 7 representa os principais tipos de tratamento e seus efeitos adversos.
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Tabela 7. Abordagens ao cancro da prostata (3)

Tratamento Estado da doenca Potenciais efeitos adversos
Vigilancia ativa Localizada Incerteza da doenca
Prostatectomia radical Localizada Disfuncao erétil; Incontinéncia urinaria

Radioterapia externa

Localizada ou avangada

Urgéncia urindria; Disuria, diarreia e proctite

Braquiterapia Localizada Urgéncia urindria; Disuria, diarreia e proctite
Disfuncao erétil;
Crioterapia Localizada Incontinéncia urinaria e RUA;

Dor e fistulas retais

Fadiga; Flush ou ondas de calor; Dislipidemia;

Terapéutica Hormonal Localizada ou Avancada Resisténcia a insulina; Doencas
cardiovasculares; Anemia; Osteoporose;

Disfuncao erétil; Défices cognitivos

Mielosupressao;

Quimioterapia Avancada Reacdo de hipersensibilidade;

Efeitos gastrointestinais;
Neuropatia periférica

A vigilancia ativa é uma técnica eficaz em pacientes com cancro da prostata de baixo
risco e subentende a possibilidade de aplicar um tratamento com intencao curativa em caso
de progressao da doenca (3). Watchful waiting é uma medida conservadora em pacientes
idosos ou frageis, em que se aguarda pelo desenvolvimento clinico e progressao da doenca.
Neste caso, o tratamento implementado, quando necessario, serd sintomatico e
representara uma medida paliativa (58).

A prostatectomia radical é o procedimento de remocao da glandula prostatica por
cirurgia aberta, laparoscopia ou robdtica (3). Esta técnica é utilizada em pacientes com
cancro da prostata de intermédio-alto risco, ou com recorréncia local do tumor na auséncia
de metastases, apos terapia com radiacao externa, braquiterapia ou crioterapia. Os
pacientes idealmente devem ter menos de 70 anos e uma esperanca média de vida superior
a 10 anos (59).

A crioterapia é um procedimento caracterizado pela insercao de cryoprobes na
prostata, guiado por ecografia. Envolve a descida de temperatura da glandula para um valor
compreendido entre os -100°C e 0s -200°C (3).

O uso de radiacao € uma das técnicas mais eficazes na eliminacao de células prostaticas
cancerigenas. A radiacao pode ser aplicada através de braquiterapia, isto é, através do uso
de sementes radioativas colocadas no 6rgao, ou radiacao externa, onde a radiacao &
projetada através da pele. O tratamento descrito esta indicado para pacientes que nao
cumprem os critérios para realizacao de cirurgia ou em alternativa a esta (3).

A terapéutica hormonal, ou terapia de privacdo de androgénios, é utilizada em
pacientes com cancro da prostata avancado e/ou metastizado. O mecanismo terapéutico

consiste no bloqueio da producao de testosterona, prevenindo a sua utilizacao pelas células
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prostaticas cancerigenas. Assim, niveis significativamente diminuidos de androgénios sao
responsaveis pela inibicdo do AR. A privacao de androgénios é conseguida através de
orquidectomia bilateral ou castracao farmacologica através da administracao de analogos
ou antagonistas da hormona de libertacao da hormona luteinizante (LHRH). O analogo de
LHRH estimula os recetores da hipoéfise, levando a diminuicao da hormona luteinizante
(LH) e da hormona foliculo-estimulante (FSH). Alguns dos farmacos agonistas de LHRH
sao o acetato de leuprolida, gosserrelina, triptorrelina e histrelina. Os antagonistas exercem
a sua acao através do bloqueio dos recetores da hipofise e, consequentemente, inibicao da
producao de testosterona (3).

A privacao de androgénios também pode ser conseguida através do uso de
antiandrogénios nao esteroides de 12 geracao, em que o principal mecanismo de acao
consiste na competicdo com a testosterona pela ligacdo ao AR. No entanto, existem
evidéncias de que o seu uso em monoterapia nao revela tanta eficacia como as técnicas de
castracao supracitadas. Alguns dos farmacos utilizados sao a bicalutamida, nilutamida e
ciproterona (60).

O acetato de abiraterona é uma terapéutica de 22 geragao que tem como alvo a producao
hormonal de testosterona ao nivel da suprarrenal e producao androgénica pelas células
cancerigenas. Esta associada a inibicao irreversivel da acao hidroxilase e liase do CYP17A,
da via AR e da acao desidrogenase do hidroxiesteroide-3p. Apresenta também uma potente
acao inibidora de outras enzimas como o CYP1A2 e CYP2D6, e ¢é por vezes utilizada no
tratamento de metastases (61). Os efeitos adversos associados incluem edema, hipertensao,
fadiga e hipocaliémia (3).

A quimioterapia recorre a medicamentos citotéxicos que impedem o crescimento
dessas células. O mais utilizado é o docetaxel, todavia existem outros como o cabazitaxel. O
docetaxel é um agente que se liga a B-tubulina e inibe a despolimerizacao do microtibulo,
impedindo a divisao celular e induzindo a apoptose. O cabazitaxel é um antineoplasico de
22 geracao utilizado para diminuir a resisténcia ao docetaxel (3).

Nos casos em que ha progressao da doenca apesar da hormonoterapia, passam a um
estadio em que os tumores sao definidos como resistentes a castracao. O cancro da prostata
resistente a castracao (CPRC) é definido pela progressao da doenca apesar dos niveis
suprimidos de testosterona e pode manifestar-se como um aumento continuo nos niveis
séricos de PSA, progressao da doenca pré-existente e/ou aparecimento de novas metastases.
As terapéuticas para CPRC incluem varias abordagens, como terapia hormonal adicional,
quimioterapia, terapias direcionadas, imunoterapia e radioterapia (62). No entanto, o
grande desafio enfrentado no tratamento deste tipo de cancro € a resisténcia do tumor aos
tratamentos convencionais. A progressao continua da doenca e a falta de opcoes

terapéuticas eficazes podem causar dificuldades significativas para os pacientes e médicos.
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Para o tratamento de CPRC, estdo a ser investigadas varias abordagens terapéuticas que
visam os mecanismos epigenéticos envolvidos no cancro. Uma dessas abordagens € o uso
de HDACI, que sao mecanismos projetados para reverter alteracoes epigenéticas associadas
a ativacao anormal de genes envolvidos no crescimento tumoral. Além disso, os inibidores
de metilacao do DNA tém sido estudados como uma forma de reativar genes supressores de
tumores que foram silenciados devido a metilacao excessiva do DNA. Outra estratégia
emergente é a terapia com microRNA (miRNA), que envolve a utilizacao de pequenas
moléculas de RNA para modular processos epigenéticos alterados, restaurando assim a
funcao normal das células e inibindo o crescimento do tumor. Além disso, os moduladores
de remodelacao da cromatina sao compostos que visam modificar a estrutura da cromatina,
afetando a acessibilidade dos fatores de transcricao aos genes e influenciando a expressao
génica. Embora esses tratamentos ainda estejam em fase de investigacao e
desenvolvimento, representam uma area impactante de pesquisa que pode oferecer novas

abordagens terapéuticas para pacientes com CPRC (49).
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Capitulo 2. Histona desacetilase

2.1 HDAC: classificacao, atividade enzimatica e funcao

biologica

As modificacoes epigenéticas causam alteracoes reversiveis e hereditarias que resultam
em diferencas na expressao génica, sem modificar a sequéncia do DNA. Essas alteracoes sao
frequentemente consideradas caracteristicas constitutivas do cancro (49).

Contrariamente a metilacao do DNA, a acetilacao esta geralmente associada a ativacao
transcripcional, através de mecanismos que resultam no relaxamento da cromatina, ao
promover uma deslocalizacao das cargas positivas associadas as histonas (49). A funcao das
histonas é modulada por multiplas modificacoes pos-traducionais, como a acetilacao
reversivel do grupo amino-terminal das lisinas nas histonas. A acetilacao das histonas é
altamente regulada pelo equilibrio entre as HAT e as HDAC, também conhecidas como
lisinas desacetilases (KDAC) (8).

Sabe-se atualmente que as HDAC desempenham um papel crucial no cancro, ao
desacetilarem proteinas histonas e nao-histonas, que estao envolvidas na regulacao do ciclo
celular, apoptose, resposta a danos no DNA, metastases, angiogénese, autofagia, e outros
processos celulares (8,63).

Em humanos, estao descritas dezoito HDAC, sendo classificadas em quatro grupos com
base nas suas caracteristicas e mecanismos de acao, como representado na tabela 8. As
HDAC 1, 2, 3 e 8 pertencem a classe I e sdo as enzimas mais abundantes no nucleo. Dentro
da classe II, existem dois subgrupos baseados na organizacao e na sequéncia: classe Ila e
classe IIb. A classe I1a é inativa em substratos acetilados, ao contrario das classes I e IIb. As
HDAC 6 e 10 pertencem a classe IIb e possuem um dominio desacetilase adicional. A classe
ITI, ou das sirtuinas (SIRT), é composta por um grupo de proteinas que inclui as SIRT 1-7,
com funcdes e localizacbes muito variadas. As SIRT 1, 6 e 7 sdao encontradas
predominantemente no ntcleo, a SIRT 2 no citoplasma, e as SIRT 3, 4 e 5 na mitocondria.
As sirtuinas sao sensiveis a alteracoes na energia celular, utilizando o cofator NAD+ na sua
atividade enzimatica. Sobrevivéncia celular durante o stress oxidativo, equilibrio
metabodlico, controlo da cromatina e diferenciacao celular sao algumas das funcoes das
sirtuinas. Apenas a HDAC 11 est4 incluida na classe IV. A classe II das HDAC é dependente

de NAD+, enquanto as classes I e IV sao dependentes de zinco (Zn2+) (7).
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Tabela 8. Classificagdo das HDAC (7,64).

Classe HDAC Atividade Enzimatica Localizaciao
I Interagem com promotores das proteinas vimentina,
Slug e gene ZEB1 e sobre-expressam o fator de
transicgao epitelial-mesenquimal (EMT);
1e2 Promovem a via NHEJ de reparacdo de DNA; Nicleo
A HDAC2, juntamente com HDAC3 e KLF4 reduz a
expressao do fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), diminuindo a angiogénese.
Regula negativamente a angiogénese;
3 Envolvida na ubiquitina¢io da histona Nicleo
acetiltransferase 5 (KAT5);
Protege as células de apoptose apds dano do DNA.
8 Envolvida na desacetilacao do gene SMC3 que leva a Nicleo
sua substitui¢do durante o ciclo celular.
IIa Sub-expressa os genes HIF-1, MEKK2 e STAT1,
4 resultando na sua acetilacao; Ncleo/
Induz a proteina p21, permitindo a passagem das Citoplasma
células da fase G1 para a fase S do ciclo celular.
Interage com o promotor de FGF2 e SLIT2, reduzindo
o crescimento endotelial e a angiogénese;
5 Reprime a transcricdo da ciclina D3; Ncleo/
E essencial para a acumulacio nuclear de HIF-1 em Citoplasma
situacoes de hipoxia;
Promove a proliferacao de células tumorais.
Sobre-expressa o fator PDGF-, diminuindo a
angiogénese;
Reprime a atividade da proteina MEF2;
7 Inibe a atividade da proteina STAT3, pela sua Nicleo/ Citoplasma
desacetilacao;
Impede a diferenciacdo dos monécitos em
macrofagos.
9 Desacetila a proteina ATDC, reduzindo a interagio Nicleo/
ATDC-p53, inibindo a proliferacao celular. Citoplasma
IIb A sobre-expressdo de HDAC6 promove movimentos
celulares quimiotaticos;
6 Desacetilagdo da proteina Hsp9go, prolongando a agio Nicleo/
da mesma no substrato; Citoplasma
Promove a autofagia de proteinas nao funcionais.
Promove a angiogénese pela desacetilacdo da
10 proteina PTPN22 nas células endoteliais; Nicleo/ Citoplasma
Funcdo de poliamina desacetilase.
111 Ncleo/
SIRT 1 Funcoes de ADP-ribosiltransferase, desacetilase, S- Citoplasma/
glutationilase e O-GlcNAcilacdo Mitocondria
Ncleo/
SIRT 2 Funcoes de ADP-ribosiltransferase e benzoilase Citoplasma/
Mitocondria
Ncleo/
SIRT 3 Funcoes de ADP-ribosiltransferase e desacetilase Citoplasma/
Mitocondria
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Funcdes de ADP-ribosiltransferase,

SIRT 4 dismetilglutarilase, lipoamidase, de- Mitocondria
hidroximetilglutarilase e de-3-etilglutaconilase

Ncleo/
SIRT 5 Funcoes de ADP-ribosiltransferase, desuccinilase e Citoplasma/
demalonilase Mitocéndria

SIRT 6 Funcdes de ADP-ribosiltransferase e desacilase de Ntcleo/
acidos gordos Citoplasma

SIRT 7 Funcoes de ADP-ribosiltransferase, desuccinilase e Ncleo/
deglutarilase Citoplasma

v A sua inibicao resulta na expressao diferenciada de

11 genes envolvidos na remodelagao do citoesqueleto e Nicleo/

na regulacio da cromatina, particularmente pelas Citoplasma

vias de sinalizacio WNT e PPAR.

2.2 HDAC e o cancro da proéstata

Atualmente, sabe-se que a maioria das recorréncias do cancro da prostata dependem
da via de sinalizacdo do AR, que é ativada pela testosterona ou DHT, resultando em
alteracbes na transcricio de genes responsivos aos androgénios. Existem diversos
mecanismos que potenciam a via do AR, incluindo a sua amplificacdo, mudancas nos co-
ativadores/co-repressores e alteracoes nas moléculas reguladoras comuns a uma ou mais
vias de sinalizacao (6).

Ha varias evidéncias que demonstram que as HDAC sao expressas em abundancia e
sobre-expressas no cancro da prostata. A expressao das HDAC 1 e 2 esta diretamente
relacionada com o score de Gleason e o grau dos tumores, sendo mais prevalentes em
tumores de alto grau. Além disso, as HDAC 1, 2 e 3 estao significativamente associadas a
expressao de ki-67, o que indica um elevado grau de proliferacao celular dos tumores. Foi
também demonstrado que a probabilidade de erradicacao do cancro é significativamente
menor em doentes com niveis elevados de HDAC 2, em comparacao com aqueles que
apresentam niveis baixos desta enzima, sugerindo que a HDAC 2 pode ser utilizada como
fator prognostico (54).

Adicionalmente, existem evidéncias de que a sobre-expressao da SIRT1 provoca
alteracoes nas células do cancro da prostata, como a migracao celular in vitro e metastases
in vivo, através da cooperacao com a proteina ZEB1 para suprimir a transcricao de CDH1
(65). A sobre-expressao de HDAC 4 apresenta, de forma semelhante, um papel significativo
na progressao do cancro da prostata (7).

Conclui-se, portanto, que as HDAC desempenham um papel critico na regulacao da via

do AR, e os HDACI sao uma terapéutica a considerar em pacientes com CPRC (6).
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Inibidores das histonas desacetilases

Os HDACi tém demonstrado potenciais efeitos terapéuticos em diversos tipos de cancro,

tanto em estudos pré-clinicos quanto em ensaios clinicos. Estes inibidores reduzem a carga

tumoral ao atenuar o crescimento do tumor e regular a angiogénese, como demonstrado na

figura 7. Além disso, os HDACIi suprimem a atividade das HDAC, promovendo uma maior

acetilacao de histonas e a sua agregacao em autossomas, além de induzirem a expressao

génica. Estudos demonstraram que os HDACi exercem um efeito antineoplasico nas células

tumorais por meio de diversas vias, incluindo a interrup¢ao do ciclo celular e a inducao da

apoptose e da autofagia (7).

Alguns dos mecanismos moleculares de acao dos HDACi incluem:

1.

Efeitos no AR e na proteina Hsp9o. A proteina Hsp9o esta associada a estabilidade,
ativacao e maturacao do AR. As moléculas que interagem com a Hsp9o incluem
varias proteinas relevantes na progressao do cancro da prostata, como a Her2 e a
Akt. Assim, a inibicao da funcao da Hsp9o poderia resultar na degradacao de outras
proteinas que dependem da sua acao para maturacdo e estabilidade.
Consequentemente, a Hspgo apresenta-se como um alvo potencial na terapéutica
do cancro da prostata (6,64).

Efeitos na p53. O supressor tumoral p53 desempenha func¢oes antiproliferativas,
incluindo a interrupcao do crescimento tumoral, inducao da apoptose e senescéncia
celular, em resposta a diversas situacoes de stress. Sabe-se que a p53 esta sujeita a
modificacoes pos-traducionais, como fosforilacao e acetilacao. Foi demonstrado que
as proteinas co-ativadoras HAT p300 e a proteina de ligacdo ao CREB, ou CBP,
aumentam significativamente a ativacao transcripcional dependente de p53, sendo
que a acetilacao de p53 intensifica de forma notavel a sua capacidade de ligacao ao
DNA e a sua atividade transcripcional. Desta forma, os HDACi podem ser utilizados
para potenciar os efeitos biolégicos da p53 na supressao do crescimento tumoral
(6,49).

Efeitos na familia de proteinas STAT. A familia de proteinas STAT atua como fator
de auto-sinalizacao no citoplasma, sendo utilizada pela grande maioria dos recetores
de citocinas para induzir a expressao génica no nucleo. As modificacoes pos-
traducionais relacionadas com a funcao das proteinas STAT em resposta ao
tratamento com citocinas e fatores de crescimento, incluem a fosforilacao de um
unico residuo de tirosina. Foi também demonstrado que as proteinas STAT sofrem
acetilacao de um aminoacido, a lisina 685, em resposta a estimulacao por citocinas.
Concluiu-se que estas modificacoes sdao essenciais para a formacao de dimeros

estaveis pelas proteinas STAT e para a ativacao da transcricao. Além disso, sabe-se
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que os HDACI possuem a capacidade de reverter esta acetilacao, inibindo, assim, a
acao das proteinas STAT na progressao tumoral (6,27).

4. Efeitos na desfosforilacao da Akt. Akt é uma serina/treonina quinase que atua como
proteina reguladora da sobrevivéncia celular e do metabolismo proteico. Sabe-se
que os HDAC: facilitam a desfosforilacao da Akt ao alterar a dinamica do complexo
proteina fosfatase 1 (PP1) com a HDAC, o que promove uma maior interacao entre
a Akt e PP1, diminuindo a sua acao (6,27).

5. Efeitos dos HDACis no NF-kB. O NF-kB é um fator de transcricio com um papel
crucial nas respostas anti-apoptoticas em mamiferos. Este fator possui uma
subunidade denominada RelA, cuja fosforilagao na regiao N-terminal pela proteina
quinase A facilita a interacao do NF-kB com as proteinas co-ativadoras p300 e CBP,
que estao envolvidas na regulacao da expressao génica. Esta subunidade pode ser
desacetilada através de interacoes com a HDAC3 (6,66).

Aprovados pela FDA, os HDACi podem ser classificados em quatro categorias: (I)

acidos hidroxamicos ou hidroxamatos, tais como tricostatina A, vorinostat, panobinostat e
belinostat; (IT) péptidos ciclicos como romidepsin; (III) benzamidas como entinostat (MS-

275) e (IV) acidos gordos de cadeia curta como o acido valproico (7).
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Figura 7. Mecanismos de acao dos HDACi. Ac: Acetilado; T: Testosterona
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HDACI e o cancro da prostata

Desenvolvimento de HDACi como terapéutica para o cancro da prostata

Os HDAC: passaram por um desenvolvimento significativo na terapéutica do cancro da

prostata, com uma série de estudos que destacam a sua eficacia e potencial clinico. Entre os

principais trabalhos realizados, destacam-se:

1.

2.4.2

Inibidor de HDAC6-AR. Apesar da enzalutamida e a abiraterona estarem aprovadas
para o tratamento do CPRC metastéatico, 20-40% dos doentes nao respondem a estes
farmacos, possivelmente devido a presenca de variantes de splicing do AR. A
utilizacao de inibidores duais de HDAC6-AR, composto baseado na estrutura da
enzalutamida e nos HDACI vorinostat e panobinostat, ambos aprovados pela FDA,
podera permitir tratar os doentes nao responsivos a monoterapia com agentes
antiandrogénios. Este inibidor apresenta potencial para produzir efeitos sinérgicos
que podem ser aproveitados no tratamento do cancro da prostata (67).

Composto Ber-Abl com HDACi. Composto que consiste na combinacdo de um
fragmento do dasatinib com um dominio de ligacao ao zinco do HDACi entinostat.
Os compostos sintetizados foram primeiramente testados contra o gene Ber-Abl e a
HDAC1. Os compostos mais potentes foram subsequentemente submetidos a
ensaios com varias enzimas HDAC, e o seu potencial antiproliferativo foi avaliado
em trés linhas celulares, incluindo a linha celular do cancro da prostata DU145 (68).
Quinazolin-4(3H)-ona. Dada a presenca frequente desta estrutura em agentes
terapéuticos, o trabalho realizado com este composto descreve a sintese e a atividade
biologica de varias séries de novos acidos hidroxamicos, que incorporam quinazolin-
4(3H)-onas como novas pequenas moléculas direcionadas as HDAC. Este composto
foi testado na linha de células cancerigenas da prostata PC-3 (69).

Modificacao da estrutura da romidepsin. Este HDACI, aprovado clinicamente pela
FDA para o tratamento de linfomas, foi modificado para agir especificamente contra
as HDAC da classe I, permitindo o desenvolvimento de varios compostos. Um desses
compostos destacou-se por apresentar uma atividade significativa contra a linha
celular de cancro da prostata PC-3 e, mais relevante ainda, demonstrou 200 vezes

mais seletividade em comparacao com uma linha celular humana normal (70).

Ensaios clinicos com HDACI no cancro da prostata

Na tabela 9 encontram-se descritos diversos estudos clinicos com HDACi que tém vindo a

ser conduzidos com o objetivo de avaliar os beneficios e desafios associados ao seu uso

terapéutico.
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Tabela 9. Ensaios clinicos com HDACi em monoterapia ou terapia combinada para o cancro da proéstata (7).

Medicamento Combinacao Fase Tipo de cancro Ensaio clinico
Romidepsin II Cancro da prostata NCT00106418
Panobinostat Bicalutamida I CPRC NCT00878436
metastatico
Cancro da prostata
Panobinostat Bicalutamida I, 1I recorrente, apos NCT00878436
castracao
Panobinostat I CPRC metastatico NCT00667862
Cancro da prostata
Panobinostat I metastatico refratario NCT00667862
a terapia hormonal
Vorinostat I Cancro da prostata NCT00330161
metastatico
Acido Valproéico Bevacizumab I CPRC metastatico NCT00530907
Vorinostat Temsirolimus I Cancro da prostata NCTo01174199
metastatico
Cancro da prostata
Pracinostat (SB939) I recorrente ou NCTo01075308
metastatico
Azacitidina Docetaxel/ I, 1I Cancro da prostata NCT00503984
Prednisona metastatico
Vorinostat Acetato de I Cancro da prostata NCT00589472
leuprolida localizado
Entinostat Enzalutamida I CPRC NCTo03829930
JBI 802 (inibidor I Cancro da prostata NCT05268666
de HDAC6) neuro-endocrino
Belinostat Talazoparib I CPRC metastatico NCTo04703920
Romidepsin

Romidepsin, um tetrapéptido ciclico que atua especificamente sobre as HDAC 1, 2 e 4,
induz a hiperacetilacdo de Hsp9o, o que conduz a disrup¢ao das interacoes com outras
proteinas, inibindo a sua sintese e funcao (64).

No ensaio clinico NCT00106418, com 35 participantes, 31% apresentaram toxicidade
ao farmaco, enquanto 6% dos pacientes registaram uma diminuicao dos niveis de PSA
superior a 50%.

De forma similar ao vorinostat, a terapéutica com romidepsin apresentou elevada
toxicidade, o que levou a uma grande taxa de abandono do tratamento por parte dos
pacientes. Dada a resposta terapéutica insatisfatéria deste HDACI, os ensaios clinicos
envolvendo ambos os inibidores, em regime de monoterapia, ndo avangaram para a fase I1I

em pacientes com CPRC (66).
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Panobinostat

O panobinostat, pertencente a categoria I de HDACI, atua especificamente sobre as
HDAC da classe I, mas também nas HDAC 4, 6, 7 e 9, e demonstrou resultados promissores
com a linha celular LNCaP (células de adenocarcinoma de prostata sensiveis a androgénios)
(65). Com pequenas quantidades desse inibidor, foi possivel obter uma degradacao
significativa do AR, bem como inibir o crescimento celular por meio da hiperacetilacao e
consequente inibicao da funcao da proteina Hspgo (6).

No ensaio clinico NCTo0878436, a combinacao de bicalutamida com 40 mg de
panobinostat apresentou resultados positivos significativos na proporcao de pacientes com
CPRC que alcancaram a sobrevivéncia livre de progressao radiografica. Esse efeito nao foi
observado com a dose de 20 mg de panobinostat. O estudo suscitou maior interesse na
utilizacao deste HDACi em combinacao com antiandrogénios para prevenir ou atrasar a
resisténcia, permitindo a re-sensibilizacao dos tumores a inibicdo do AR. Nos restantes
estudos, nao foram publicados resultados objetivos concretos.

Apesar das descobertas promissoras nos estudos pré-clinicos, os estudos clinicos com

panobinostat, em monoterapia, nao demostraram grande eficacia (7).

Vorinostat

O vorinostat, também conhecido como SAHA, é uma pequena molécula inibidora das
classes I, IT e IV de HDAC, que exerce um efeito radiossensibilizante em varios tipos de
cancro (64). Especificamente, demonstra radiossensibilidade em trés linhas celulares de
cancro da prostata, tanto em condicoes de normoxia quanto de hipoxia, resultando na
diminuicao da formacao e crescimento das células PC-3, DU-145 e LNCaP. Este efeito,
portanto, permite reduzir a fracdo de células malignas sobreviventes e aumenta
significativamente a proporcao de células que permanecem na fase G2/M do ciclo celular.
Além disso, regula a expressao dos genes HIF-1a e TP53, e promove a desfosforilacao da
Akt, pela quebra da ligacao entre a HDAC e a PP1 o que resulta num aumento da associacao
Akt-PP1 (7,49).

Nos ensaios clinicos que envolveram o vorinostat, foram reportados diversos efeitos
adversos, destacando-se a toxicidade associada ao medicamento. No estudo NCT00330161,
que incluiu 27 participantes, apenas 7% dos pacientes alcancaram estabilizacao da doenca.

Nos restantes estudos, nao foram publicados resultados objetivos concretos.
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Acido Valpréico

O 4cido valprbéico, um medicamento anticonvulsivante amplamente utilizado,
pertence igualmente a categoria dos acidos gordos de cadeia curta (IV) dos HDACi. Este
inibidor desempenha um papel na radiossensibilizacio de véarios tipos de cancro em
pacientes submetidos a tratamento com radioterapia fracionada. Em doses reduzidas, o
acido valproéico sensibiliza as células cancerigenas da prostata através da acetilacao da
proteina p53 e do aumento da inducao de apoptose (49).

No ensaio clinico NCT00530907, a combinacao de 11 mg/kg de bevacizumab e 5,3
mg/kg de acido valprdico demonstrou ser segura em pacientes com tumores avancados,
incluindo cancro colorretal, da juncao gastroesofagica e da prostata. Observou-se, também,
que pacientes com hipertensao arterial apresentaram uma melhoria na sobrevivéncia

global.

Pracinostat

O pracinostat, um derivado de &cido hidroxamico, demonstrou uma atividade
promissora tanto in vitro como in vivo em diversos tipos de cancro, incluindo colorretal,
ovario e prostata. Este HDACI revela um perfil farmacocinético consistente em modelos
animais e na extrapolacao calculada para humanos (7).

Adicionalmente, o pracinostat foi objeto de avaliacao na fase II de ensaios clinicos, onde
demonstrou resultados positivos em aproximadamente 30% dos pacientes.
Especificamente, 6,3% dos participantes apresentaram uma reducao superior a 50% nos
niveis de PSA, enquanto 22% alcancaram a estabilizacdo da doenca ap6s um periodo de

tratamento que variou entre 1,6 e 8 meses (71).

Entinostat

O entinostat, também conhecido como SNDX-275 ou MS-275, enquadra-se nas
categorias I e IV dos HDACIi. Tanto in vitro como in vivo, este inibidor demonstra a
capacidade de reduzir a progressao do cancro da prostata, além de suprimir a atividade das
células T-reguladoras (T-reg). Na fase I do estudo clinico realizado, a combinacao de
entinostat com enzalutamida revelou um perfil de elevada seguranca clinica (72). A
enzalutamida tem a capacidade de diminuir a producao de androgénios pelo organismo, o
que é particularmente relevante, uma vez que as células cancerigenas da prostata podem
proliferar em resposta aos androgénios. Portanto, a combinacao com a enzalutamida pode

representar uma vantagem significativa.
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A decitabina, um inibidor da sintese de acidos nucleicos, atua inibindo as enzimas
necessarias a proliferacao celular, contribuindo assim para a inibicdo do crescimento
tumoral. Deste modo, a combinacdo de entinostat com enzalutamida e decitabina no

contexto do CPRC, podera revelar-se uma abordagem terapéutica promissora (7).

2.4.3 Combinacoes promissoras de HDACi e outros medicamentos

anticancerigenos

O conhecimento aprofundado sobre os mecanismos de acao dos HDACi no cancro da
prostata pode ser utilizado para o desenvolvimento de terapias combinadas com outros
medicamentos especificos da prostata, com o objetivo de obter uma resposta
anticancerigena mais eficaz, como representado na tabela 10.

A inibicao da metilacao de DNA foi correlacionada com a acdo do HDACi butirato de
s6dio em combinacdo com a acdo do inibidor da metiltransferase 5-aza-2”deoxicitidina.
Esta associacao promoveu de forma significativa a acetilacao da histona 4 (H4) e a inducao
da re-expressao do gene do AR na linha celular DU145, cujo crescimento é independente de
androgénios. Adicionalmente, resultou na paragem do ciclo celular em G2/M e na reducao
de toxicidade para as células nao malignas (73).

O HDACI panobinostat foi combinado com a hidralazina, um inibidor de metilacao de
DNA, em diversas linhas celulares de cancro da prostata. Esta combinacao demonstrou ser
particularmente eficaz nas células DU145, onde foi observado um aumento da apoptose,
reducao na formacao de colonias de células, bem como diminuicao da invasao e migracao
celular (74).

A enzima PARP, ou poli (ADP-ribose) polimerase, esta envolvida no processo de
reparacao do DNA. O inibidor da PARP, olaparib, demonstrou resultados promissores em
pacientes com CPRC que apresentavam mutacao no gene BRCA, o que levou a sua
aprovacao como terapia neste grupo especifico de pacientes. A combinacao do HDACi
vorinostat com olaparib atuou sinergicamente na reducdo da viabilidade das células
cancerigenas da proéstata, induzindo a apoptose nas linhas celulares DU145 e PC-3, e a
supressao dos genes BRCA1 e RAD51 nas células DU145, diminuindo a reparacao do DNA
(75). A combinacao de vorinostat com outro inibidor da PARP, o veliparib, demonstrou
efeitos muito semelhantes (76).

O vorinostat também foi estudado em combinacao com o docetaxel, demonstrando uma
reducao da expressao dos genes de AR e Bcl-2 (77).

O aumento da via de sinalizacao dos recetores tirosinas quinases foi observado em casos
de cancros da prostata avancados, o que despertou interesse no desenvolvimento de

combinacoes terapéuticas envolvendo esta via. O inibidor da quinase MEK, o selumetinib,
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foi estudado em combinacao com o inibidor da HDACS6, o ricolinostat, em varias linhas
celulares do cancro da prostata (PC-3, Dui45 e 22Rv1). Esta combinacao revelou efeitos
sinérgicos nas trés linhas celulares cancerigenas, com sensibilidade particularmente
elevada na inibicdo do crescimento das células 22Rvi. A adicao de paclitaxel a essa
combinacao resultou em maior inibicao do crescimento celular e num aumento na inducao
de apoptose (78,79).

Varios inibidores de mTOR, como rapamicina, everolimus e temsirolimus, foram
desenvolvidos e aprovados pela FDA. As suas acoes anticancerigenas incluem a inibicao do
crescimento, migracao e invasao de células cancerigenas da prostata. Estes efeitos foram
potenciados pela combinacao com um HDACI, como o acido valproéico e o panobinostat
(66).

Tabela 10. HDACi em combinag¢do com outros medicamentos no tratamento de CPRC (66)

HDACi Medicamento Resultado Ref
combinado
Butirato de 5-aza- Aumento da acetilagdo de H4, inducao da re-expressdo do gene  (72)
sodio 2" deoxicitidina AR, paragem do ciclo celular em G2/M, reducao da toxicidade
para células ndo malignas
Panobinostat Hidralazina Indugio da apoptose, redugio da formacao, invasdo e migracao  (73)
de colonias de células
Vorinostat Olaparib Redugiao da viabilidade das células, indugio da apoptose, (74)
supressao da reparacdo de DNA e dos genes BRCA1 e RAD51
Redugio da viabilidade das células (DU145 com mutacao (75)
Vorinostat Veliparib BRCA1), indugao da apoptose, producdo de dano no DNA,
degradacao do gene BRCA1 e supressao da ubiquitina UHRF1
Aumento da acetilacao e agregacao das tubulinas, supressioda  (76)
Vorinostat Docetaxel expressao de AR e Bcl-2, supressao de translocac¢ao nuclear de
AR e da sua sinalizagao
Tricostatina A Bicalutamida Inducdo da apoptose 77
Panobinostat Dovitinib Sem efeitos adicionais (78)
Inibigdo do crescimento celular, inducao da apoptose, supressao  (79)
Ricolinostat Selumetinib das proteinas KLK2 e DUSP1 e aumento da acumulagio
citoplasmética de AR
Inibicao do crescimento celular, supressio do fator de
Acido Everolimus crescimento epidérmico (EGF), das quinases ERK1 e ERK2 e (80-
Valprdico aumento da acetilacao da H3. 82)
Inibi¢ao do crescimento das células Myc-CaP, supressao da
Panobinostat Everolimus sobrevivéncia de clones, paragem do ciclo celular em Go/G1, (83)
aumento da expressao de p21 e p27, supressao do crescimento
tumoral in vivo, entre outras alteragoes.
Adenovirus
Romidepsin, = TRAIL — terapia Restituicao da expressao superficial do recetor do adenovirus (84)
Entinostat génica cocksakie, aumento da atividade da caspase mediada por TRAIL
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2.5 Desafios na aplicacio de HDACi como terapéutica do

cancro da prostata e outros tumores sdlidos

Apesar dos efeitos demonstrados em tumores hematologicos, a monoterapia com
HDACIi nao tem alcancado resultados significativos no tratamento de tumores solidos.
Estudos suportam a eficicia do vorinostat, romidepsin, belinostat, panobinostat e
entinostat na fase I de ensaios clinicos. Contudo, ao serem avaliados como monoterapia na
fase II desses ensaios, um nimero significativo de pacientes tornou-se resistente a castracao
ou apresentou apenas uma resposta parcial. Além disso, a elevada frequéncia e diversidade

de efeitos adversos, representados na tabela 11, impediram a continuidade do tratamento

(74).

Tabela 11. Efeitos adversos de ensaios clinicos com HDACi em tumores sblidos (74)

Fase do ensaio clinico Efeitos adversos
Trombocitopenia, anemia, astenia, nauseas,
Vorinostat 1I fadiga, desidratacao, ataxia, pneumonia,
hematomas e trombose venosa profunda
Romidepsin I Fibrilhacgao auricular e taquicardia, anemia,
neutropenia, trombocitopenia e hipoxia
Belinostat I+11 Leucopenia, neutropenia, trombocitopenia e
anemia
Panobinostat I+11 Hiperglicemia, trombocitopenia, nuseas,

vomitos, diarreia, anorexia e hipertensao

Entinostat 1I Hiponatremia, neutropenia, anemia,
hipofosfatemia e hipoalbuminemia

No entanto, ha evidéncias de que o tratamento combinado de HDACi com agentes
quimioterapéuticos produz resultados promissores. Até ao momento, a razao para a maior
eficacia dos HDACi em tumores hematologicos, em comparacao com tumores soélidos,
permanece desconhecida. Uma possivel explicacao pode estar relacionada com a limitada
farmacocinética desses inibidores, o que impede o alcance de concentracoes terapéuticas
adequadas. Outra hipétese é a curta meia-vida dos HDACI. Adicionalmente, os inibidores
apresentam baixa permeabilidade, o que pode dificultar a sua acumulacao nos tumores
solidos (74). Mais especificamente, o vorinostat apresenta baixa solubilidade,
permeabilidade reduzida, baixa biodisponibilidade e uma meia-vida de 12 minutos. De
modo semelhante, o panobinostat demonstra uma biodisponibilidade variavel, dependendo
do modelo animal utilizado nos estudos pré-clinicos, embora geralmente inferior a 50%. A
romidepsin, devido a sua baixa solubilidade, nao chegou a ser testada em modelos animais.

Em contraste, o pracinostat exibe elevada solubilidade, boa biodisponibilidade e uma meia-
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vida consideravelmente superior. E importante destacar que, enquanto alguns pacientes
apresentam progressao da doenca apesar da terapéutica, outros evidenciam estabilizacao
do quadro clinico, com uma reducao dos niveis de PSA superior a 50% (64).

Dessa forma, o futuro dos HDACi dependera de dois avancos significativos nesta area.
Em primeiro lugar, sera fundamental aprimorar as suas propriedades farmacocinéticas,
bem como a sua poténcia e seletividade. Em segundo lugar, devido ao seu perfil de
toxicidade celular, sera essencial aprofundar a compreensao da biologia dos HDACi no
contexto do cancro, além dos biomarcadores associados aos efeitos terapéuticos, o que
permitira a selecao de pacientes mais adequados para esta terapéutica (74).

Recentemente, com o avanco no conhecimento acerca do cancro da prostata, areas de
interesse emergiram, como a centralidade do AR, os efeitos das diferentes classes de HDAC
sob a acao de inibidores inespecificos e a evolucao dos mecanismos de resisténcia apos
terapéuticas com HDACI. Estes avancos promoveram a exploracao de novas teorias

associadas aos desafios relacionados ao uso desta terapéutica (64).

A. Cancro da proéstata negativo para o AR. Diversos estudos pré-clinicos avaliaram a
proporcao de AR em pacientes com cancro da prostata, revelando uma variacao
consideravel entre os mesmos, apesar de se reconhecer amplamente que o AR
desempenha um papel crucial na progressao deste tipo de cancro. Além disso, nao foi
observada qualquer correlacao significativa entre os niveis de AR e os de PSA. Assim,
torna-se necessaria uma investigacao mais aprofundada para esclarecer a relacao entre

a propor¢ao deste recetor e o desenvolvimento do cancro da prostata (64).

B. Outros alvos celulares das HDAC. Embora os HDACi induzam a apoptose e a
interrupc¢ao do ciclo celular em diversos tipos de tumores, também desempenham um
papel na regulacao do EMT, e conferem efeitos protetores as células cancerigenas pela
inducdo da proteina p21. Os inibidores vorinostat, romidepsin, panobinostat e
pracinostat, atualmente envolvidos em ensaios clinicos, sao inespecificos e inibem
varias HDAC. Deste modo, é crucial considerar que os HDACi podem,

paradoxalmente, facilitar o crescimento tumoral em vez de inibir a sua progressao
(64).

C. Mecanismos de resisténcia. Esta teoria foi testada exclusivamente em estudos pré-
clinicos, envolvendo mecanismos com p-glicoproteinas, sobre-expressao de HDAC,
sub-expressao de HAT e a inducao da proteina p21.

i.  P-glicoproteinas. Embora seja conhecido que estas moléculas estdao ativas no

cancro de prostata, a sobre-expressao das mesmas inviabiliza o uso de HDACi em
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combinacao com outros agentes quimioterapéuticos. Isto ocorre nao apenas
porque promove a eliminacao desses agentes, mas também porque alguns HDACi
sao substratos dessas proteinas (64).

Sobre-expressao de HDAC. Estudos demonstraram que células com expressao
aumentada de determinadas HDAC exibem um tempo de duplicagdo celular
consideravelmente maior em comparacao com células que apresentam menor
expressao de outras HDAC, as quais mostram uma maior proporc¢ao de células na
fase S do ciclo celular. Assim, as células com menor expressao de HDAC sao mais
sensiveis ao tratamento com HDACi uma vez que a replicacdo ativa pode
aumentar a vulnerabilidade aos seus efeitos (64).

Sub-expressao de HAT. A sub-expressao das HAT é compensada pelo aumento da
atividade das HDAC na mesma regiao, mecanismo de resisténcia referido
anteriormente.

Inducao da proteina p21. Diversos estudos demonstraram que, apos o tratamento
com HDACI, os niveis de p21 estdo aumentados numa ampla variedade de cancros.
Este mecanismo pode ter implicacGes na resisténcia, dado que esta proteina
desempenha um papel crucial na interrupcao do ciclo celular e na prevencao da
progressao do cancro. A proteina p21 também pode ser associada a menores taxas
de sobrevivéncia, aumento da recorréncia e scores de Gleason mais elevados,
sendo necessaria uma investigacdo mais aprofundada nesta area. Contudo, os
estudos ainda apresentam resultados contraditérios, os quais podem ser
atribuidos aos efeitos paracrinos da proteina p21 nas células vizinhas, que

favorecem o crescimento celular (64).
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Conclusoes e Perspetivas futuras

As alteracoes epigenéticas sao amplamente encontradas em pacientes com cancro da
prostata, desempenhando um papel crucial na carcinogénese e na progressao da doenca.
Estudos realizados nas tltimas décadas demonstraram que as HDAC possuem uma funcao
critica no desenvolvimento do cancro, ao modularem de forma reversivel o estado de
acetilacdo de proteinas histonas e nao-histonas. Assim, as HDAC encontram-se
desreguladas ou funcionalmente alteradas nos cancros, constituindo um alvo terapéutico
crucial. Embora as terapias dirigidas contra as HDAC induzam a interrupc¢ao do ciclo celular
e a apoptose em certas células tumorais, um pequeno grupo destas enzimas pode também
atuar como supressor tumoral em determinadas circunstancias, demonstrando a sua
dualidade funcional. Mais investigacao é necessaria para sistematizar o papel das HDAC em
diferentes tipos de tumores, bem como nas distintas fases da tumorigénese (5,49).

Os HDACI tém revelado potenciais efeitos terapéuticos em varios tipos de neoplasias,
tanto em estudos pré-clinicos como em ensaios clinicos. Estes agentes reduzem a carga
tumoral, atenuando o crescimento dos tumores e regulando a angiogénese (7). No entanto,
apesar dos efeitos positivos observados em tumores hematologicos, a monoterapia com
estes inibidores tem demonstrado resultados limitados no tratamento de tumores sé6lidos,
devido ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, respostas parciais e a elevada
frequéncia e diversidade de efeitos adversos que comprometem a continuidade dos
tratamentos (85).

Apesar disso, existem evidéncias que indicam que o tratamento combinado de HDACIi
com agentes quimioterapéuticos apresenta resultados promissores (85). O conhecimento
aprofundado dos seus mecanismos de acao no carcinoma da prostata podera ser utilizado
no desenvolvimento de terapias combinadas com outros farmacos especificos para este tipo
de cancro, visando obter uma resposta anticancerigena mais eficaz (71).

O futuro dos HDACi como terapéutica oncologica, dependera de dois avancos cruciais
na area. O primeiro consiste em melhorar significativamente as propriedades
farmacocinéticas in vivo destes inibidores, bem como aprimorar a sua poténcia e
seletividade. O segundo avanco reside na compreensao mais aprofundada da complexa
biologia do cancro, e na identificacao de biomarcadores associados aos efeitos terapéuticos,
dado que os HDACI apresentam perfis tinicos e correlacionados de toxicidade celular. Esta
abordagem permitira identificar com maior precisao a populacao de doentes mais adequada

para a terapia com estes inibidores.
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Assim, este sera um ponto de inflexao decisivo para as terapéuticas baseadas em HDAC

e, muito provavelmente, contribuira para melhorar significativamente os resultados dos

futuros ensaios clinicos com estes inibidores (85).
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