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RESUMO

O cancro colorretal é considerado um dos principais problemas de satde publica
em todo o0 mundo, apresentando elevadas taxas de mortalidade. Assim como o verificado
para a maioria dos cancros, o cancro colorretal resulta de uma combinacao de fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais.

A descoberta da existéncia de uma ligacdo intima entre a inflamacdo e a
carcinogénese induziu um crescente aprofundamento da analise dos mecanismos
responsaveis por este fendmeno. De facto, entre os fatores de risco para esta patologia
destacam-se as doencas inflamatdrias intestinais, tais como a doenca de doenca de Crohn
e a colite ulcerativa. Para além disso, os processos inflamatorios parecem estar também
associados a formas esporadicas ou hereditarias de cancro colorretal.

O processo inflamatério é caracterizado pela acumulacdo de vérias células
imunitarias e de moléculas inflamatorias solUveis, tais como citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de azoto.

Um dos mecanismos responsaveis pela modulagdo imune e pela homeostase dos
tecidos é assegurado pelas vias de sinalizacdo que envolvem os recetores Toll-like. No
entanto, é também de salientar o facto de que uma ativacdo anormal destas vias esta
associada ao desencadeamento da inflamacéo e, portanto, ao cancro.

Os avancos na compreensdo do microambiente tumoral tém despoletado a
identificacdo de alvos terapéuticos para prevencdo e/ou tratamento do cancro colorretal,
que incitam tanto o desenvolvimento de novas moléculas como a utilizacdo de moléculas
com indicacdo comum para outras patologias.

Desta forma, atendendo ao previamente disposto, este trabalho ird incidir na
caracterizacdo de mecanismos subjacentes aos processos inflamatorios bem como a sua
interligacdo com o desenvolvimento do cancro colorretal. Em resultado dessa anélise
serdo também apresentadas estratégias terapéuticas dirigidas a alvos associados a estes

processos.

Palavras-chave: cancro colorretal, inflamacdo, sistema imunitério,

imunoterapia, quimioprevencao.



ABSTRACT

Colorectal cancer is considered a major public health problem worldwide, with
high mortality rates. Thus as found for most cancers, colorectal cancer results from a
combination of genetic, epigenetic and environmental factors.

The discovery of the existence of a close link between inflammation and
carcinogenesis induced an increasing depth analysis of the mechanisms responsible for
this phenomenon. Indeed, among the risk factors for this disease the inflammatory bowel
diseases, such as Crohn's disease and ulcerative colitis, stand out. In addition,
inflammatory processes also appear to be associated with sporadic or hereditary forms of
colorectal cancer.

The inflammatory process is characterized by the accumulation of various
immune inflammatory cells and soluble molecules, such as cytokines, chemokines,
growth factors, reactive oxygen species and reactive nitrogen species.

One of the mechanisms responsible for the immune modulation and tissue
homeostasis is ensured by signaling pathways involving Toll-like receptors. However, it
is also noteworthy the fact that an abnormal activation of these pathways is associated
with the onset of inflammation and thus cancer.

Advances in the understanding of tumor microenvironment have triggered the
identification of therapeutic targets for the prevention and/or treatment of colorectal
cancer, inducing both the development of new molecules and the use of molecules with
common indication for other pathologies

Thus, given the previously disposed, this work will focus on the characterization
of the mechanisms underlying inflammatory processes as well as its interconnection with
the development of colorectal cancer. As a result of this analysis will also be presented

therapeutic strategies directed to targets associated with these processes.

Keywords: colorectal cancer, inflammation, immune system, immunotherapy,

chemoprevention.
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. INTRODUCAO

1.1 Carcinogénese

A palavra cancro é empregue como designacdo de patologias caracterizadas por
um crescimento celular descontrolado, invasdo tecidular e metéstase. [1][2] A
carcinogénese, ou transformagdo neoplésica, resulta de um acumular de mutagdes
genéticas ndo letais, permitindo as células a aquisicdo de caracteristicas fenotipicas
anormais. [1] O termo carcinogénese define o inicio de um tumor, enquanto que o termo
oncogenese se refere a manutencéo e a subsequente evolucao do tumor. [3]

Ainda que a cada tumor esteja associado um percurso de transformacao Unico e
irrepetivel por outro tumor, em repercussdo da premissa de que tumores com
caracteristicas semelhantes compartilham mecanismos patogénicos e padrGes de
progressdo comuns, a sua classificacdo advém de caracteristicas clinicas, patoldgicas e
moleculares que Ihes sdo inerentes. [2]

Desde as propostas iniciais de Boveri, ha mais de um século atrds, um vasto
conjunto de evidéncias experimentais confirma que, a nivel molecular, o cancro surge em
resultado de lesdes no acido desoxirribonucleico (DNA) celular. [4] Inicialmente,
observou-se que uma célula cancerosa transmite as suas células filhas as caracteristicas
fenotipicas que caracterizam o estado “canceroso”. [4] Posteriormente, constatou-se que
a maioria dos compostos reconhecidos como mutagénicos é também cancerigena, tendo
como alvo o DNA celular. [4] Finalmente, o conhecimento do cariétipo de varios tipos
de tumores humanos, particularmente os que pertencem ao sistema hematopoiético,
conduziu a identificacdo de aberragbes cromossdmicas qualitativas e numeéricas
recorrentes, refletindo rearranjos patologicos do genoma celular. [4] Estas observacdes
sugerem que a patogenicidade molecular do cancro humano emerge de alteragoes
estruturais e/ou funcionais de genes especificos cuja fungdo normal consiste em controlar
o crescimento e diferenciacdo celular. [4] Desta forma, a disfungéo do ciclo celular pode
ser considerada condi¢do sine qua non no desenvolvimento de um cancro humano, ou

seja, € a base molecular da oncogénese. [1]

1.1.1 Proto-oncogenes e oncogenes
Os proto-oncogenes codificam proteinas que estdo envolvidas no controlo do
crescimento celular. [4] Alteragdes na estrutura e/ou expressdo de proto-oncogenes



podem induzir a sua progressao a oncogenes, que apresentam capacidade de provocar
alteracOes fenotipicas neoplasicas em células suscetiveis. [4] Com base nas propriedades
funcionais e bioquimicas das proteinas codificadas pelos proto-oncogenes homélogos, 0s
oncogenes podem ser classificados em cinco grupos: fatores de crescimento, recetores
dos fatores de crescimento, transdutores de sinais, fatores de transcricdo e outros,
incluindo os reguladores da morte celular programada (apoptose). [4]

Contrariamente aos oncogenes, que sdo ativados por mutagdes dominantes e cuja
atividade consiste na promocao do crescimento celular, 0s genes supressores de tumores,
que séo inativados por mutagdes do tipo recessivo, atuam nas células normais como
controladores negativos do crescimento celular e sdo inativos em células tumorais. [4]

Para além dos oncogenes e dos genes supressores de tumores, considera-se ainda
uma terceira classe de genes, associada em particular a tumores nos quais um gene mutado
hereditario desempenha um papel significativo na predisposi¢cdo tumoral. [4] Estes
tumores incluem cancros em individuos que sofrem de sindrome de Lynch, anteriormente
conhecida como cancro colorretal hereditario ndo polipoide (HNPCC). [4][5] Os genes
implicados nestes tumores foram definidos como genes modificadores ou genes
envolvidos no processo de reparacdo de DNA (DNA-mismatch repair). [4] Embora ndo
estejam diretamente envolvidos no processo de carcinogénese, estes genes, quando
inativados, expdem as células a uma carga mutagénica elevada que, eventualmente, pode

envolver a ativacdo de oncogenes e a inativacdo de genes supressores tumorais. [4]

1.2 Cancro colorretal
1.2.1 Dados epidemiolégicos

A terceira posicdo na lista dos cancros mais comummente diagnosticados
pertence ao cancro colorretal (CCR), representando cerca de 10% de todos 0s cancros e
afetando mais de um milh&o de pessoas em todo o mundo a cada ano. [6][7][8] A isto,
acresce o facto de este tipo de cancro continuar a ser um dos mais fatais, correspondendo,
em muitos paises, a principal causa de morte relacionada com o cancro. [7][9]

O prognostico encontra-se fortemente relacionado com a fase de diagnostico. [10]
Sem discriminacdo de estddios, a taxa de sobrevivéncia para cinco anos é de

aproximadamente 66,1%. [10] No entanto, as taxas relativas de sobrevivéncia para cinco



anos correspondem a cerca de 90% para a doenca localizada em comparacdo com 13%

aquando da existéncia de metastases no momento do diagndstico. [10]

1.2.2 Patogénese

Da mesma forma que o verificado para a maioria dos cancros, o0 CCR resulta de
uma combinagdo de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. [11][12] O CCR
desenvolve-se lentamente ao longo dos anos, sendo que a sua carcinogénese é descrita
como um processo de varias etapas. [7][11] Inicialmente manifesta-se pela presenca de
polipos que, posteriormente, evoluem para adenomas e finalmente para carcinomas com
potencial para invasdo e metéstase. [7][13] Fatores de risco associados ao
desenvolvimento de pdlipos incluem a idade, o tabagismo, consumo excessivo de alcool,
obesidade e condigdes inflamatdrias cronicas tais como as doencas inflamatorias do
intestino (DlIs). [11]

Durante a carcinogénese as células tumorais interagem com um microambiente
complexo que € composto por matriz extracelular e células hospedeiras ndo neoplasicas,
incluindo células mesenquimais, células endoteliais vasculares, células inflamatorias e
células imunitarias. [2] O microambiente do tumor garante o aporte, as células cancerosas,
de nutrientes, oxigénio, fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores quimicos
que suportam a proliferacdo do tumor, a sobrevivéncia, a invasdo e a metastase. [2] As
interacdes tumor-hospedeiro sdo mediadas, indiretamente, através de moléculas da matriz
extracelular e moléculas bioativas soltveis libertadas a partir de células do hospedeiro ou
de células neoplésicas e, diretamente, através de moléculas da superficie das células ndo
neoplasicas ou das células neoplésicas. [2][12] Como tal, admite-se que as interacGes
hospedeiro-tumor sdo influenciadas pelo genoma e epigenoma tanto das células
neoplasicas como das células ndo neoplésicas. [2]

No que concerne particularmente ao CCR, demonstrou-se que as principais
caracteristicas genéticas e epigenéticas, tais como a instabilidade de microssatélites
(MSI), a instabilidade cromossomica, o fenétipo metilador de ilhas CpG (CIMP) ou a
hipometilagéo global do DNA, conduzem a alteragdes de fungbes dos genes, afetando
todo o genoma. [7]

Sabe-se também que a ativacdo de oncogenes, incluindo KRAS, BRAF, PIK3CA
e TP53, afeta as vias de sinalizacdo intracelulares. [7][14] Em resultado da interrupcéo de

mecanismos da via supressora, por alteragdes em genes supressores de tumor tais como

3



Apc e p53, na maioria dos casos de CCR, aproximadamente 85%, é verificada a
ocorréncia de instabilidade cromossomica, traduzida por um perfil molecular
caracterizado por amplificacbes e transformacBes cromossomicas especificas,

aneuploidia e perda da heterozigocidade. [7][14]

1.2.3 Relagio com outras patologias

Estudos epidemiolégicos revelam que a inflamacéo cronica funciona como um
fator de predisposicdo para alguns tipos de cancro. [15] As Dlls, incluindo a doenca de
Crohn e a colite ulcerativa, correspondem a patologias poligénicas complexas de carater
cronico inflamatdrio, que envolvem o aparelho digestivo. [16] A patogénese das Dlls
parece estar relacionada com uma estimulacdo excessiva do sistema imunitario dirigida
contra os antigénios da microbiota intestinal, conduzindo a inflamacéo cronica. [17]

A doenca de Crohn pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal (TGI), da
boca ao anus, mas mais frequentemente envolve o ileo e o colon. [16][18] A colite
ulcerativa pode afetar apenas o reto (proctite) ou pode progredir e afetar parte ou a
totalidade do cdlon. [16][18] Os sinais e sintomas clinicos incluem diarreia, dor
abdominal, sangramento gastrointestinal e perda de peso. [16] Uma complicacdo grave a
longo prazo da inflamacé&o croénica é o desenvolvimento de cancro colorretal. [16]

Assim, de acordo com a associacdo a processos inflamatorios, admite-se a
existéncia de dois tipos de CCR: o CCR esporadico, que se pensa resultar da instabilidade
genética intrinseca, sendo a inflamacdo subsequente ao inicio do cancro, e 0 cancro
colorretal associado a colite (CAC), despoletado por uma DII. [19]

O CCR nao sindromico, ou familiar, que é geralmente definido como um conjunto
de CCRs que é distinto das sindromes hereditarias. [20] O CCR familiar é uma condicéao
heterogénea que inclui doentes com sindromes hereditarias ndo reconhecidas e doentes
com formas aparentemente esporadicas que se agregam em familias. [20] Nestes doentes
0 mecanismo molecular ndo foi ainda estabelecido, admitindo-se que, provavelmente,
uma combinagdo de fatores ambientais e fatores genéticos herdados (normalmente,
alteracOes genéticas de baixa penetrancia) desempenhem um papel no desenvolvimento
do CCR nestas familias. [20]

As Dlls sdo classificadas como a terceira condicdo de maior risco para 0 CCR,
ficando apenas atras da polipose adenomatosa familiar (PAF) e da sindrome de Lynch.
[21] A PAF, uma doenca autossémica dominante, é caracterizada pelo desenvolvimento
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de centenas a milhares de adenomas no reto e no colon durante a segunda década de vida.
[22] Quando néo tratada, na maioria dos doentes, a PAF evolui para CCR. [22] A
sindrome de Lynch, condicdo autossdbmica dominante, é caracterizada pelo

desenvolvimento de CCR, cancro do endomeétrio e varios outros tipos de cancro. [5]

1. SISTEMA IMUNITARIO

2.1 Classificagao e funcionamento

Sob condig¢Bes normais, aproximadamente 70% das células do sistema imunitério
do organismo humano encontram-se localizadas no intestino. [23] A sinalizacdo entre
essas células, as bactérias comensais e as células epiteliais intestinais (IEC) é fundamental
tanto para os processos fisiolégicos normais como para a protecdo contra patogénios
invasores. [23]

O sistema imunitario é constituido por diferentes Orgdos e tecidos que,
funcionalmente, podem ser classificados em dois grupos essenciais — orgdos linfoides
primarios e orgdos linfoides secundarios. [24] Pode ainda considerar-se que o sistema
imunitério € constituido por uma componente menos especifica, a imunidade inata, e por
uma componente mais especifica, a imunidade adquirida ou adaptativa. [24][25]

O sistema imunitario desempenha um papel complexo e multifacetado no que
concerne ao cancro, interferindo em aspetos relacionados quer com a carcinogénese quer
com o tratamento. [26] As células imunitarias podem intervir tanto como supressores da
iniciacdo e progressdo do tumor, bem como promotores da proliferagédo, infiltracdo, e
metastase. [26]

Da interacdo altamente complexa entre as células tumorais e o sistema
imunolodgico surgiu o conceito de cancer immunoediting, um processo duplo do qual
fazem parte as acOes imunitarias que promovem a protecdo contra tumores e as que
promovem a formacdo de tumores. [18] Este processo engloba uma fase de eliminacao,
uma fase de equilibrio e uma fase de escape. [18][25] Na fase de eliminag&o (conceito
que veio substituir cancer immunosurveillance), observa-se o reconhecimento e a
destruicdo das células tumorais primitivas pela interagdo de mecanismos da imunidade
inata e da imunidade adaptativa. [18][25] Caso néo se verifique uma eliminagdo completa

das células tumorais, atinge-se uma fase de equilibrio, ou periodo de laténcia, na qual a



imunidade adaptativa controla o crescimento de ceélulas tumorais clinicamente
indetetaveis e bloqueia a sua imunogenicidade. [18][27] Quando o seu estado de laténcia
termina, as células malignas com reduzida imunogenicidade iniciam a fase de escape,
caracterizada pela evasao a eliminacgéo, progressao tumoral e expresséo clinica. [18][28]
Evidéncias de que a cancer immunoediting desempenha um papel critico no controlo do
desenvolvimento de cancro surgem do facto de individuos imunodeprimidos, como por
exemplo na infecdo avancada pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH),
apresentarem um maior risco para Vvarios tipos de cancro, quando comparados com
individuos saudaveis. [26]

O microambiente tumoral é caracterizado por uma rede complexa de células do
estroma, células inflamatdrias e células imunitérias inatas e adaptativas. [18] Tanto as
células imunitarias inatas [macrofagos, mastdcitos, neutrofilos, células dendriticas (DC),
células mieloides derivadas de células supressoras e células natural killer (NK)] como as
células imunitarias adaptativas (linfocitos T e B) estdo presentes e interagem com o tumor
através de contacto direto ou através da sinalizagdo por quimiocinas e citocinas, o que
modela 0 comportamento do tumor e a sua resposta a terapia. [26] Desta forma, verifica-
se que tanto as células do sistema imunitério inato como as do adquirido orquestram um
ambiente inflamat6rio que pode funcionar tanto para estimular como para inibir o

crescimento do cancro. [29]

2.2 Imunidade inata

A imunidade inata constitui o primeiro mecanismo de defesa do organismo
humano perante uma situacdo anormal, tal como cancro. [7] Mais especificamente, no
cancro, 0 sistema imune inato reconhece antigéenios tumorais especificos presentes na
superficie das células cancerosas. [26] A maioria dos componentes da imunidade inata
encontra-se presente mesmo antes da ocorréncia de uma infe¢do e constitui um conjunto
de mecanismos que reconhecem as moléculas proprias do organismo daquelas que lhe
sdo estranhas, mas nédo sao especializados na distin¢ao de pequenas diferencas entres estas
moléculas estranhas. [24] Pode considerar-se que a imunidade inata compreende quatro
tipos de barreiras: anatomicas, fisiologicas, fagociticas e inflamatorias. [24]

As células imunitérias inatas, tais como as células NK, reconhecem a escassez de

moléculas do complexo major de histocompatibilidade (MHC) de classe | nas células



tumorais, envolvem-se na morte dessas células e, em seguida, recrutam outras células
inflamatorias através da producdo de citocinas. [26] Os mondcitos recrutados,
designadamente os macréfagos e as DCs, fagocitam as células tumorais e, posteriormente,
apresentam na sua superficie o antigénio associado ao tumor que ativa uma resposta
especifica de linfécitos T (LT). [26]

2.2.1 Células apresentadoras de antigénios

As células apresentadoras de antigénios (APCs) sdo células especializadas que
incluem os macrofagos, os linfocitos B (LB) e as DCs, e sdo distinguidas por expressarem
moléculas de MHC de classe Il nas suas membranas e por serem capazes de exercer um
sinal de coestimulacdo que é necessaria para a ativacdo dos linfocitos T helper (Tw). [24]
As APCs inicialmente internalizam os antigénios, por fagocitose ou endocitose, e
posteriormente apresentam parte desse antigénio na sua membrana, ligado a uma
molécula de MHC de classe Il. [24] Os linfocitos Tw reconhecem e interagem com o
complexo antigénio-MHC 1I. [24] Um sinal adicional é entdo produzido pela APC

levando a ativacdo do linfocito Tw. [24]

2.2.2 Macrdéfagos

Os macréfagos sdo uma populacdo heterogénea de células imunitérias, em
resultado da adaptacdo ao ambiente tecidual em que se localizam, que tém uma variedade
de fungbes tanto no que concerne a inducdo como a resolucdo da inflamacgdo, sendo
responsaveis pela homeostase. [30][31] Desta forma, proporcionam a primeira linha de
defesa perante agentes patogénicos e sdo também responsaveis pelo despoletar da
imunidade adquirida, atraves do processamento e apresentacdo de antigénios, bem como
por exercerem outras funcdes efetoras. [32]

Determinados estimulos alteram a expressdo genética destas células de forma a
serem produzidos “macréfagos ativados” que apresentam caracteristicas que lhes
permitem a eliminagcdo da causa do seu influxo e o restauro da homeostase. [32] De
acordo com o processo de polarizagdo, 0os macrofagos sdo caracterizados como
“classicamente ativados” (M 1) ou como “alternativamente ativados” (M2). [31][32] Estes
processos sdo induzidos por estimulos diferentes, tais como lipopolissacarideos (LPS) e
interferdo-y (IFN-y) para a via classica e IL-4 para a via alternativa. [31] De um modo
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semelhante aos macrdfagos residentes em tecidos e 6rgdos normais, 0s macrofagos
presentes em tumores (macrofagos associados a tumores, TAM) executam algumas
funcdes homeostaticas chave que permitem a manutencao e crescimento do tumor. [33]
A ativacao e maturacdo dos TAM estdo sob a influéncia do microambiente do tumor. [7]

Os M1 sédo detentores de capacidades que permitem a inibicdo do crescimento
tumoral; estdo intimamente envolvidos na imunidade inata uma vez que tém como alvo
as células alteradas, produzem moléculas pro-inflamatérias (IL-6, 1L-12, 1L-23 ¢ TNFa)
e promovem a imunidade adquirida através do aumento da expressdo de moléculas de
MHC Il e moléculas coestimuladoras. [7][27] A persisténcia de uma resposta
inflamatoria, no entanto, pode ser prejudicial e favorecer a iniciacdo e/ou progressdo do
cancro atraves da geracdo de indutores de mutacdes, nomeadamente espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de azoto (RNS). [32][34] Existem também evidéncias
de que alguns TAM, especialmente os que secretam IL-12 e IL-23, infiltram o tumor e
estdo correlacionados com fungdes antitumorais. [7]

Em contrapartida, 0s M2 segregam citocinas imunossupressoras e promovem o
crescimento tumoral. [7] Entre as células com o fen6tipo M2, demonstrou-se que os TAM
apresentam a capacidade de segregar proteases, tais como as metaloproteinases de matriz
(MMPs) que fomentam a invasdo e metéstase, em conjunto com uma variedade de
citocinas, que inibem uma resposta imunitaria adquirida ao tumor, e com fatores
angiogeénicos, tais como o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF), que promovem a neovascularizacao. [7][34]

2.2.3 Mastocitos

Os mastdcitos, originarios de células hematopoiéticas multipotentes na medula
0ssea, migram, através da corrente sanguinea, para os tecidos, onde maturam. [35]
Normalmente encontram-se localizados na superficie epitelial de vasos sanguineos, de
nervos e de glandulas. [36] Quando nos tecidos, estimulos microambientais controlam o
perfil fenotipico dos mastocitos, levando a existéncia de diferentes subtipos que tém em
comum a mesma celula progenitora. [35] Estas células expressam muitos tipos de
recetores, o que lhes permite reconhecer diferentes estimulos e reagir em conformidade.
[36] As caracteristicas da resposta acionada pelos mastécitos vao depender do tipo,

propriedades, for¢a e combinagdo dos estimulos que recebem. [35]



As funcdes pleiotropicas dos mastocitos refletem a sua capacidade de segregacéo
de um largo espectro de moléculas biologicamente ativas com propriedades pro-
inflamatorias, anti-inflamatorias e/ou imunossupressoras. [35] Entre estas moléculas
estdo varios mediadores associados a granulos, tais como histamina, serotonina, heparina,
triptase, quimase, timidina fosforilase, TNFa, VEGF, fator de crescimento de fibroblastos
2 (FGF-2), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-B) e EGF, varios
mediadores derivados de lipidos, tais como prostaglandinas, leucotrienos e fator de
ativacdo de plaquetas, varias citocinas, tais como fator de transformacao do crescimento
B (TGF-B) e IL-6, e ainda varias quimiocinas. [36] Estas moléculas podem ser divididas
em duas categorias: mediadores pré-formados, que sdo instantdnea e rapidamente
libertados mediante a ativacdo dos mastdcitos, e mediadores sintetizados de novo, que
comecam a ser sintetizados ap6s a ativacdo dos mastdcitos. [35]

A réapida libertacdo destas moléculas é crucial para o inicio da resposta imunitaria
no local da infecdo uma vez que possibilitam a modulacdo da circulagdo das células
imunes e providenciam sinais coestimuladores para a ativacao dessas células. [35] Entre
os produtos libertados de forma imediata pelos mastécitos, 0 TNF-a, uma citocina pré-
formada, desempenha um papel crucial durante a imunidade inata uma vez que por
induzir o influxo de neutréfilos, promove a eliminagdo de agentes patogénicos. [35] Os
compostos libertados pelos mastdcitos contribuem também para a resposta imunitéaria
adquirida, funcionando como mediadores para o0 recrutamento e ativacdo de LB e LT.
[35]

Em particular, a ativacdo do recetor da tirosina cinase c-Kit (c-KitR) pelo fator de
células estaminais (SCF) e pela triptase desempenha um papel fundamental na
angiogénese tumoral. [36] O aumento da ativacdo da via do c-KitR conduz a ativacao dos
mastocitos, que induz a libertacdo de citocinas prd-angiogénicos e de triptase,
contribuindo desta forma para o refor¢o da sinalizagéo pré-angiogénica. [36] A triptase é
também um agonista do recetor ativado por proteases 2 (PAR-2), que é expresso em
células epiteliais e endoteliais com atividades proteoliticas. [36] A ativacdo deste recetor
pela triptase conduz & proliferacdo celular e & libertacdo de 1L-6 e do fator estimulador de
colbnias de granulécitos e de macréfagos (GM-CSF), que atuam como moléculas pro-
angiogénicas. [36] Além disso, a triptase degrada os componentes da matriz extracelular,
ativando as MMPs e os ativadores do plasminogéneo que em conjunto contribuem para a

invasdo e para metastase de células tumorais. [36]



Apesar de inicialmente ter sido destacado o papel destas celulas nas reacdes de
hipersensibilidade, a descoberta da sua intervengédo tanto na imunidade inata como na
imunidade adaptativa permitiu redefinir a sua interagdo em diversos mecanismos. [36]
No que respeita a imunidade inata, os mastdcitos expressam alguns recetores para
componentes do complemento e outros que pertencem a familia de recetores Nod-like
(NLRs). [36] Porém, o reconhecimento de patogéenios pelas células imunitéarias inatas e a
ligagdo entre aimunidade inata e a adaptativa sao estabelecidos através dos recetores Toll-
like (TLRs). [36]

No CCR, os mastdcitos acumulam-se em lesbes pré-malignas, em polipos
adenomatosos, sugerindo seu envolvimento nestes tumores em estadios iniciais. [37] Os
mastdcitos contribuem também para a angiogénese no CCR, tal como refletido pelo
aumento da densidade microvascular em tecidos tumorais. [37] Assim, a alta densidade
microvascular e a elevada presenca de mastocitos estdo positivamente correlacionados
entre si e niveis aumentados de ambas foram significativamente correlacionados com mau
prognostico, isto €, com um periodo mais curto de sobrevida livre de doenca. [37] De
facto, verifica-se que a maioria dos estudos realizados com o objetivo de estabelecer uma
correlacdo entre a presenca de mastocitos e o estadio/prognostico em doentes com CCR,
mostram que uma alta densidade de mastocitos estd relacionada com o aumento da

agressividade do tumor e com a reducédo da sobrevivéncia. [36]

2.2.4 Células natural killer

As células NK sdo linfocitos granulares que fazem parte do sistema imunitéario
inato, atuando como primeira linha de defesa perante a identificacdo de células tumorais
ou células infetadas com agentes patogénicos. [7][28] No CCR, niveis elevados de células
NK tém sido associados a um melhor prognéstico, verificando-se uma diminuicéo destes
valores para fases mais avangadas do cancro. [7]

Estas células possuem dois tipos de recetores: os recetores de ativagdo, incluindo
0 NKG2D e os killer inhibitory receptors (KIR). [27] O recetor NKG2D reconhece
diferentes ligandos ativadores que se encontram sobre-expressos nas células cancerosas.
[27] Por outro lado, os KIR reconhecem moléculas de MHC de classe | e, desta forma, as
células NK podem também ser ativadas pela reduzida expressdo de moléculas de MHC
de classe | pelas células cancerosas. [27] Uma vez reconhecido o alvo, as células NK
procedem a libertacdo de citocinas e ao recrutamento de outras células do sistema
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imunoldgico, predominantemente através da secrecdo de IFN-y ¢ do TNFa ou
direcionando a atividade citotdxica. [28] A citotoxicidade pode ser subdividida em
citotoxicidade natural, que ndo requer estimulacdo prévia, e em citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (ADCC), em que 0s anticorpos presentes nas células alvo sdo
reconhecidos pelas células NK CD16 (cluster de diferenciacdo 16) e, subsequentemente,

eliminados. [28]

2.2.5 Células dendriticas

Considera-se a existéncia de dois tipos de células dendriticas: as células
dendriticas convencionais (cDCs) e as células dendriticas plasmacitoides (pDCs). [38] As
células dendriticas, APCs criticas para a estimulacdo de respostas imunitarias adaptativas
antitumorais eficazes, sdo caracterizadas pela expressdo de moléculas de MHC de classe
I, moléculas de MHC de classe Il e moléculas coestimuladoras (B7, ICAM-1, LFA-1,
LFA-3 e CD40). [7][39] Estas moléculas funcionam em conjunto para gerar uma rede de
sinais secundarios essenciais para reforcar o sinal especifico do antigénio na ativacdo de
LT. [39] As DCs podem apresentar-se em menor nimero no microambiente tumoral
facilitando, desta forma, a evasdo tumoral ao sistema imunitario por ndo se registar uma
estimulacdo adequada dos LT. [7] Evidéncias sugerem que a presenca de DCs pode
desempenhar uma papel benéfico e significativo em doentes com CCR. [7]

As DCs processam antigénios sintetizados endogenamente em péptidos
antigénicos, que sao apresentados na superficie da célula pelas moléculas de MHC de
classe | e reconhecidos pelos recetores dos LT (TCRs) em linfécitos T CD8+ naive. [39]
As DCs podem também capturar e processar antigénios exdgenos, que sao apresentados
por moléculas de MHC de classe | através de uma via endégena hum processo conhecido
como “cross-presentation”. [39] Para além disso, os antigénios exdgenos sdo também
capturados pelas DCs e, no compartimento endossomal/lisossomal, sdo degradados em
peptideos antigénicos por proteases e peptidases. [39] Estes antigénios, em seguida,
complexam com moléculas de MHC de classe Il para reconhecimento pelo TCR de
linfocitos T CD4+ naive. [39] A eficiente apresentacdo de antigénios pelas moléculas de
MHC de classe I e de classe Il nas DCs é essencial para desencadear respostas imunitarias
especificas para o tumor. [39] As DCs maduras sdo mais eficientes no que respeita ao

processamento e apresentagdo do complexo MHC-peptideo ao TCR e a inducdo dos
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linfocitos T citotoxicos (Tc) devido a maior expressdo de MHC de classe | e de classe 11
e de moléculas coestimuladoras. [39]

As DCs imaturas residem nos tecidos periféricos onde capturam e processam 0s
antigénios, degradando-os a péptidos. [39] Esses péptidos complexam com moléculas de
MHC de classe | para apresentacdo a linfocitos Tc CD8+ ou complexam com moléculas
de MHC de classe Il para a apresentacéo a linfocitos Tw CD4+. [39] A diferenciacdo das
DCs imaturas em DCs maduras € desencadeada por estimulos moleculares que séo
libertados em resposta a alteracdes dos tecidos e a respostas inflamatdrias locais causadas
por patogénios. [39] Depois da captacdo dos antigénios e da estimulacdo pela resposta
inflamatoria, as DCs imaturas nos tecidos periféricos sofrem um processo de maturacao
caracterizado pelo aumento da expressao de moléculas de MHC de classe | e de classe 11,
de moléculas coestimuladoras e de recetores de quimiocinas, tais como CCR7, e pelo
aumento da secrecdo de citocinas, tais como a IL-12. [39] As DCs maduras migram para
os orgaos linfoides secundérios, onde apresentam os antigénios aos linfécitos T CD4+ e
CD8+. [39]

2.2.6 Neutrofilos

Os neutrofilos sdo produzidos por hematopoiese na medula 6ssea, derivando de
percursores mieloides; sdo libertados no sangue periférico e circulam por sete a dez horas
antes de migrarem para os tecidos, onde tém um tempo de vida de apenas alguns dias.
[40][24] De entre os varios tipos de leucdcitos presentes no sangue, 0s neutréfilos sao 0s
que se encontram em maior abundéncia. [40]

Em resposta a varios tipos de infecdes, verifica-se um aumento do ndmero de
neutréfilos libertados pela medula 6ssea, sendo que, geralmente, estas células sdo as
primeiras a chegar ao local de inflamacdo. [24] Uma série de substancias geradas durante
uma reacdo inflamatéria funcionam como fatores quimiotaticos promovendo a
acumulacdo de neutrofilos no local da inflamag&o. [24] Entre estes fatores quimiotaticos,
estédo alguns dos componentes do complemento, componentes do sistema de coagulagéo
sanguinea e varias citocinas secretadas por linfécitos Tw ativadas e por macréfagos
ativados. [24]

Os neutrofilos ativados sdo capazes de produzir e libertar mediadores pro-
inflamatorios, tais como a IL-1, a IL-8 e a proteina inflamatéria de macréfagos 1s (MIP-

1s). [9] Os neutrdfilos sintetizam e armazenam nos granulos citoplasmaticos grandes
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quantidades de ROS, de serina-proteases e de enzimas, incluindo a mieloperoxidase
(MPO) e a lisozima. [9] A MPO é responsavel pela formacéao de &cido hipocloroso que é
citotoxico. [9] Para além disso, a IL-23 e a IL-17 ativam a inflamag&o pelos neutrofilos
pela inducéo da sintese e libertacdo de MPO, de MMP-8 e de MMP-9, contribuindo, como
as serina-proteases, para a destruicao dos tecidos através da sua atividade proteolitica. [9]

O racio de neutrofilos/linfécitos (NLR), calculado pela divisdo do ndmero de
neutréfilos pelo nimero de linfocitos, € sugerido como sendo um marcador de resposta
imunolodgica geral a varios estimulos de stress. [41] Os neutréfilos desempenham um
papel fundamental na proliferacdo do tumor, produzindo uma série de ligandos que
induzem a proliferagdo e invasdo de células tumorais e promovendo a vascularizagdo
tumoral pela libertacdo de quimiocinas pro-angiogénicas e de outros fatores. [41]
Constata-se portanto que o aumento da populacdo de neutrofilos pode promover o
crescimento tumoral e a metastizacdo. [41] Por outro lado, os linfocitos tém um papel
chave na supressao de tumores. [41] Um decréscimo no nimero de linfocitos prejudica a
resposta imune antitumoral do hospedeiro e confere um mau prognostico. [41] O NLR
pode, portanto, ser considerado como um equilibrio entre o estado pro-tumoral de
inflamacdo e o estado antitumoral imune. [41] Apesar de, em estudos anteriores, 0s
valores de cut-off oscilarem entre 2,5 a 5, as evidéncias sugerem que a um NLR elevado

esta significativamente associado um mau prognostico em doentes com CCR. [40][41]

2.3 Imunidade adquirida

O reconhecimento pelas células imunitarias inatas inicia uma cascata inflamatoria
que conduz a ativacdo de uma resposta imunitaria adaptativa. [26] A imunidade adquirida
responde com um elevado grau de especificidade aos antigénios, reconhecendo-os e
eliminando-os. [24] Numa situacdo de neoplasia, a imunidade adquirida ira corresponder
a uma resposta especifica dirigida a um determinado antigénio associado ao tumor. [29]

A imunidade adquirida apresenta essencialmente quatro atributos caracteristicos:
especificidade antigénica, diversidade, memoria imunolégica e reconhecimento
proprio/ndo-proprio. [24]

Uma resposta adquirida efetiva requer a cooperacgao entre dois importantes grupos
de células —os LT e as APCs. [24]
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2.3.1 Linfécitos B

Os LB tém como percursores as células-tronco hematopoiéticas e desenvolvem-
se por um processo fortemente regulado, conduzindo a geragdo de LB que apresentam
diferentes fenotipos e funcgdes. [42] Ap6s maturacdo na medula Ossea, cada linfécito
expressa, na sua membrana, um Unico recetor de antigénios, que reconhece epitopos
antigénicos especificos. [7][24] Este recetor de antigénios, ou recetor do linfocito B,
corresponde a um anticorpo ligado a membrana. [24] Desta forma, as diferentes
populacdes de LB podem ser identificadas pela expressdo de anticorpos de superficie
especificos. [42]

O reconhecimento e ligacdo de um antigénio ao anticorpo de um linfocito B naive,
induz uma rapida divisdo celular do LB com posterior diferenciagdo em LB memoria e
LB efetores (também designadas como células plasmaticas ou plasmacitos). [24] O
anticorpo de membrana expresso pelos LB memoria é igual ao do LB do qual é
proveniente. [24] Os plasmacitos produzem anticorpos que na sua maioria sdo excretados,
possuindo poucos ou nenhuns ligados & membrana. [24]

E funcdo dos LB a apresentacdo de antigénios para a iniciacdo da resposta
imunitaria pelos linfécitos T. [7] Os LB podem ainda desempenhar um papel significativo
como células reguladoras tanto em situacGes de infecdo como de autoimunidade, através
da producgéo de citocinas supressoras, tais como IL-4, IL-10 ou TGF-B. [7] O papel
desempenhado pelos LB em situacGes de cancro € complexo e, portanto, um pouco
controverso. [7] Dependendo do seu estado de ativacdo, foram ja descritas funcgdes
divergentes dos LB quanto a diferenciacgdo e funcéo efetora dos LT. [7] Foi reportado que
0s LB em repouso suprimem a imunidade antitumoral mediada pelos LT, atuando tanto
nos LT CD4+ como nos CD8+. [7] Por outro lado, tem sido também sugerida a eficacia

dos LB ativados na imunoterapia dirigida a neoplasias. [7]

2.3.2 Linfécitos T
Os LT séo produzidos na medula éssea; no entanto, em oposi¢do aos LB, migram
para o timo onde completam o processo de maturagédo. [24] Durante este processo, 0s LT
passam a exprimir, na sua membrana, uma molécula de ligacdo ao antigénio Unica,
designada por TCR. [24]
Encontram-se definidas, principalmente, duas subpopulacdes de LT, os Tw e 0s
Tc. [24] Estas células podem ser distinguidas pela presenca das glicoproteinas de
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membrana CD4 ou CD8. [24] Geralmente, os LT que expressam CD4 funcionam como
linfocitos TH e os que expressam CD8 funcionam como linfocitos Tc. [24]

Distintamente dos anticorpos ligados as membranas dos LB, que apresentam
capacidade de reconhecer os antigénios livres, os TCRs apenas reconhecem antigénios
ligados a proteinas de membrana celular, conhecidas como moléculas do MHC. [24]
Admite-se a existéncia de dois tipos de moléculas de MHC: as moléculas de MHC de
classe I, que sdo expressas pela maioria das células nucleadas, e as de classe |1, que séo
unicamente expressas pelas APC. [24] Quando um linfocito T naive encontra um
antigénio combinado com uma molécula de MHC numa célula, verifica-se uma
proliferacdo do linfocito T e diferenciacdo em LT memoria e LT efetores. [24]

Ap0s o reconhecimento e intera¢do de um linfécito Th com o complexo antigénio-
MHC II, a célula é ativada e incorre numa transformacéo metabdlica, tornando-se numa
célula efetora que secreta citocinas. [24] Estas citocinas desempenham um papel
importante na ativacdo dos LB, LT, macrofagos e varias outras células que participam na
resposta imune. [24] Os diferentes padrdes de resposta imune irdo pois surgir em funcao
da heterogeneidade de citocinas produzidas pelos linfécitos Tw. [24] Os linfocitos Tw
podem ser subdivididos em linfocitos Tul e Tw2. [7] Os linfécitos Tw 1 segregam
citocinas, tais como o IFN-y e 0 TNFa, e ddo suporte aos linfécitos Tc pela producédo de
IL-2, necessaria para a proliferacdo dos linfécitos T CD8+. [7] Por outro lado, 0s
linfocitos TH2 segregam principalmente IL-4, IL-5 e IL-10, e limitam a proliferacdo dos
linfécitos Tc. [7]

Os linfécitos Tc constituem um dos principais intervenientes no que concerne a
imunidade antitumoral. [7] Apds a interacdo de uma célula tumoral com o complexo
antigénio-MHC 1, para o qual o TCR é especifico, os LT CD8+ proliferam e diferenciam-
se. [7] Uma vez ativados, os linfocitos Tc podem mediar a destruicéo especifica de células
tumorais através da libertagdo de componentes liticos via interagdo célula-célula. [7] A
perforina, uma proteina citolitica encontrada nos granulos de linfocitos T CD8+ e em
células NK, e as proteases enzimaticas, incluindo a granzima B, sdo segregadas
determinando a morte celular pela rutura da membrana celular e ativacdo da via
apoptotica, respetivamente. [7]

Os linfécitos T reguladores (Treg) tém sido definidos como uma populacéo de LT
que funcionalmente suprime uma resposta imune por influenciar a atividade de um outro
tipo de células. [7] Os linfdcitos Treg foram categorizados em duas classes principais com

base na sua ontogenia: Treg de ocorréncia natural (nTreg), que se desenvolvem no timo
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e estdo presentes no organismo humano desde um periodo pds-natal precoce, e Treg que
podem surgir na periferia (ou in vitro). [7] Os nTreg sdo caracterizados pela sua elevada
expressdo de CD25 (CD4+CD25+) e pela coexpressdo da FOXP3. [7] Os linfacitos Treg
funcionam de forma a manter a homeostase imune e a limitar a inflamacéo aguda. [7]
Estas células interferem com a ativacdo dos LT e podem afetar a funcdo antitumoral das
células efetoras através da secrecdo de TGF-p e de IL-10. [7] Uma série de investigacdes
sugere que a infiltragdo do tumor por linfocitos Treg pode estar associada a repercussdes
negativas no prognostico. [7] No entanto, o aumento dos niveis de linfécitos Treg foi
associado a um progndstico favoravel no CCR. [7] Os mecanismos deste duplo efeito,
que parece dependente do tipo de tecido, ndo estdo completamente esclarecidos, embora
se coloque a hipotese de que os linfdcitos Treg possam suprimir a inflamacdo induzida

pelos fatores de crescimento de células do sistema imunitario inato. [7]

I1l. RECETORES DE RECONHECIMENTO PADRAO

Os recetores de reconhecimento padrdo (PRRs) podem ser divididos em cinco
subfamilias distintas: recetores Toll-like, recetores de lectina tipo C (CLRs), recetores
NOD-like (NLRs), recetores RIG-1-like (RLRs), e recetores AIM-2-like (ALRs). [43]
Estas subfamilias de PRRs diferem nas suas estruturas, nos padrdes de localizagdo, nos
diferentes tipos de ligandos que reconhecem e na ativacdo de cascatas de sinalizacdo
intracelular especificas que medeiam uma variedade de respostas, tais como a regulacao
da transcrigdo de genes, a ativacao e proliferacdo de células e a producdo de citocinas pro-

inflamatdrias, quimiocinas e moléculas antivirais. [43]

3.1 Recetores Toll-like
Embora sejam classificados como PRRs do sistema imunitério inato, os TLRs
ativam também classes de células associadas ao sistema imunitario adaptativo, estando
envolvidos na ligacao entre estes dois sistemas. [25][44]
Os TLRs pertencem a uma classe de glicoproteinas transmembranares do tipo |.
[45] Estes recetores apresentam trés dominios: um dominio extracelular N-terminal que

consiste em repeticGes ricas em leucina (LRR), que reconhece os padroes moleculares
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associados a patogénios (PAMPSs) e os padrdes moleculares associados a perigo (DAMPs,
que sdo libertados a partir de células sob stress ou em necrose), um dominio
transmembranar e um dominio intracelular/citoplasméatico C-terminal homdlogo ao
recetor Toll/Interleucina-1 (TIR), que interage com moléculas adaptadoras para a
propagacao dos sinais da via efetora. [43][45][46]

Os TLRs reconhecem padrdes moleculares associados a patogénios ou a
organismos comensais da flora intestinal, desencadeando a ativagdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular que conduzem a inducdo de genes envolvidos na defesa
antimicrobiana do hospedeiro, tais como os que codificam citocinas pré-inflamatorias e
quimiocinas. [14][46] Atualmente encontram-se identificados dez tipos de TLRs em
humanos. [45][46] Os TLRs podem localiza-se na superficie da célula (TLR1, 2, 4,5, 6
e 10) ou nos endossomas (TLR3, 7, 8 e 9). [45] Devido ao pequeno repertorio de TLRs
disponiveis para reconhecer uma combinagdo virtualmente ilimitada de PAMPs, cada
TLR deve ser capaz de detetar e responder a um grande nimero de agentes patogénicos,
tais como bactérias, fungos, protozoarios e virus. [43] Assim, a sinalizacdo downstream
e a subsequente estimulacdo imune sdo de grande variedade entre os subtipos de TLRs.
[23] Por exemplo, os TLRs 1, 2, e 6 reconhecem lipopéptidos, glicopéptidos, e acil-
peptidos expressos nas superficies de vérias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
e de micobactérias. [43] A cooperacdo adicional entre os TLRs 1, 2, 6 permite-lhes ainda
discriminar diferentes componentes microbianos. [43] O TLR4 reconhece componentes
de lipopolissacaridos da parede celular de bactérias Gram-negativas através do seu
correcetor DM-2. [43] Além disso, o0 TLR4 também pode reconhecer ligandos enddgenos,
tais como proteinas de choque térmico, componentes da matriz extracelular, acido
hialurénico e sulfato de heparina. [43] Os TRLs 3, 7 e 9 reconhecem &cidos nucleicos tais
como acido ribonucleico de cadeia simples (sSRNA), acido ribonucleico de cadeia dupla
(dsRNA), e acido desoxirribonucleico de cadeia dupla (dsSDNA), e sdo vitais para as
respostas antivirais. [43]

Os complexos padrdes de expressao dos TLRs diferem entre os tipos de células,
localizacdo fisioldgica e sdo controlados pelo microambiente. [23] Os TLRs sdo
constitutivamente ou indutivamente expressos por um numero de diferentes tipos de
células no TGlI, incluindo células epiteliais intestinais, mondcitos, macrofagos, LT, DCs,
miofibroblastos, células endoteliais e adipocitos. [44][47] No TGI saudavel, os TLRs sdo
expressos pelas IEC e desempenham fungdes na modulacdo imune e na homeostase dos

tecidos, estimulando a resposta imunitaria contra agentes patogénicos bacterianos,
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atenuando a resposta imune contra bactérias comensais, detetando ruturas nas barreiras
de protecéo intestinal e desencadeando sinalizagdo proliferativa. [14][23]

O limen do intestino é submetido a continuas interagdes com microrganismos e
estaria num estado constante de inflamacéo, se ndo fosse a expressao controlada destes
TLRs. (48) A ativacdo anormal destas vias pode por em perigo os processos fisiologicos
normais e causar doencas inflamatorias, cancro e doencas autoimunes. [45][43] Varios
polimorfismos nos genes que codificam os TLRs estdo associados a alteracGes na

vulnerabilidade a estas patologias. [46]

3.1.1 Moléculas adaptadoras

Existem quatro principais moléculas adaptadoras intervenientes nas vias de
sinalizacdo que envolvem os TLRs: o fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88), o
dominio TIR contendo uma proteina adaptadora (TIRAP, também conhecido como
MAL), o dominio TIR contendo uma proteina adaptadora indutora do IFN-f (TRIF) e a
molécula adaptadora relacionada com o TRIF (TRAM). [43] Estas moléculas adaptadoras
sdo usadas em varias combinacg6es pelos diferentes TLRs sendo que, generalizadamente,
se considera a existéncia de duas vias principais, que sao designadas como dependentes
ou independentes do MyD88. [43][46] Com a excec¢do do TLR3, todos os TLRs seguem
uma via de sinalizacdo dependente do MyD88. [43][46]

Na figura 1 encontra-se um esquema representativo da via de sinalizacéo

dependente do MyD88 e da via de sinalizacdo independente do MyD88.
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Figura 111-1: Via de sinalizacéo dependente do MyD88 e via se sinaliza¢do independente do MyD88 (adaptado de
[431)

3.1.2 Via de sinalizacao dependente do MyD88

A proteina MyD88 contém dois principais dominios proteicos: um dominio TIR
C-terminal e um dominio N-terminal, conhecido como death domain (DD). [43] Ap6s a
ativacdo do TLR, o MyD88 é recrutado para o dominio TIR do TLR através da interacéo
TIR-TIR. [43] A cinase serina-treonina, cinase 4 associada ao recetor da IL-1 (IRAK4),
é entdo recrutada para 0 MyD88 através da interacdo dos seus dominios DD. [43] A
IRAK4, em seguida, recruta e fosforila a IRAK1 e a IRAK2 para formar uma estrutura
conhecida como o myddosome. [43] A fosforilagdo das IRAKS 1 e 2 permite-lhes interagir
com o fator 6 associado ao recetor do TNF, ubiquitina-ligase E3 (TRAF6) através do seu
dominio de ligacdo TRAF. [43] O TRAF6, em seguida, procede a ubiquitinacdo e
ativacdo da cinase 1 ativada pelo fator de crescimento transformador 3 (TAK1), que, por
sua vez, tem capacidade para ativar tanto a via do fator nuclear kB (NF-kB) como a via

da proteina cinase ativada por mitogénio (MAPK). [43][48] Nas células em repouso, 0s
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dimeros de NF-kB mantém-se numa forma inativa no citoplasma pela ligacéo a proteinas
IxB. [43] No processo de ativacao, a TAK1 fosforila e ativa a cinase IkB (IKK), que por
sua vez induz a degradagdo proteossomal da IkB, libertando assim o NF-«B. [50] A TAK1
também ativa a via da MAPK, que conduz a ativagdo da cinase c-Jun N-terminal (JNK),
que ativa a familia Jun de fatores de transcricdo. [43]

A via dependente do MyD88 pode ser iniciada pelos TLR5 e TLR7-9 utilizando
apenas o MyD88, enquanto que, para iniciar a sinalizacao pelos TLR2 e TLR4, é também
necessaria a proteina adaptadora TIRAP. [43] Neste subconjunto de TLRs, a TIRAP atua
como uma molécula de triagem, necessaria para o recrutamento eficiente de MyD88 para
os TLRs ativados, de forma a iniciar a transducéao de sinal que conduz a ativagdo do NF-
kB e a produgdo de citocinas pré-inflamatorias. [43] Durante a ativacdo do TLR7 e do
TLR9, o MyD88 recruta também TRAF3 para ativar a TBK1 e a IKKe, que fosforila o
fator regulador 7 do interferdo (IRF7) e leva a producdo de IFN-a. [43] A producao de
IFN-a, tal como com a produgdo de outros IFNs, ¢ particularmente importante para as

respostas antivirais. [43]

3.1.3 Via de sinalizacao independente do MyD88

O processo de sinalizacdo independente do MyD88 do TLR3 requer a presenca da
molécula adaptadora TRIF para a ativacao das vias de sinalizacdo subsequentes, incluindo
a ativacdo do IRF3 e a producgéo de IFN-B. [43] Tem também sido evidenciado que esta
molécula adaptadora, TRIF, participa na via de sinalizacdo do TLR4 no que se refere as
respostas ao IFN do tipo 1. [43] Apds a sinalizacdo por um ligando, o TRIF recruta
TRAF3, que atua como um suporte para a ativagdo dos IKKs, TBK1 e IKKe, conduzindo
a fosforilacéo e ativacéo do fator de transcri¢do IRF3 e a transcri¢do do IFN-p. [43]

Enquanto que o TLR3 pode ativar esta via utilizando apenas o TRIF, o TRL4
necessita também de outra molécula adaptadora, a TRAM, uma vez que esta atua
facilitando o recrutamento do TRIF para o TLR4. [43] Apos a ativagdo do TRIF, 0 TRAF6
é recrutado, ativando entdo a TAK1 através de ubiquitinacdo e conduzindo a subsequente
ativacdo do NF-«kB. [43]

Curiosamente, tem sido demonstrado que o TRAF3 desempenha papéis
importantes tanto na regulagéo da resposta dependente como da resposta independente do
MyD88 através da sua ubiquitinagdo diferencial. [43] A sinalizacdo independente do
MyD88 desencadeia a autoubiquitinagcdo ndo-degradante do TRAF3, promovendo a
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ativacdo do IRF3. [43] Por outro lado, a via dependente de MyD88 resulta na
ubiquitinacdo degradante de TRAF3 e na ativacdo da TAKL1. [43] Deste modo, 0 TRAF3,
pelas vias dependente e independente do MyD88, atua de forma a garantir um equilibrio

entre a resposta pré-inflamatoria e a resposta pela producédo de IFN. [43]

3.1.4 TLRs na carcinogénese

Os TLRs funcionam como moduladores essenciais do sistema imunitario do TGI.
[23] De forma a manter a homeostase e a suprimir respostas imunes contra organismos
comensais, a expressao e a sinalizagdo dos TLRs sdo estritamente controladas. [23] No
entanto, este controlo ndo se encontra assegurado em algumas patologias, tais como a
colite ulcerosa e a doenca de Crohn, resultando em inflamacéo crénica. [23]

A inflamacdo esta associada ao cancro pela via extrinseca, em que a inflamacéo é
induzida por células ndo transformadas (por exemplo, patogénos invasores ou doengas
autoimunes), e pela via intrinseca, em que a inflamacdo é induzida por células
transformadas. [23] No CCR, os TLRs estdo envolvidos em ambas as vias. [23] As
doencas autoimunes causam inflamacdo cronica que predispdem os individuos ao
desenvolvimento de CCR. [23] Por sua vez, uma vez iniciados, 0os tumores podem
intrinsecamente ativar a inflamacéao através da ligacdo de DAMPs relacionados com o
cancro aos TLRs. [23] A ativacao, intrinseca ou extrinseca, dos TLRs resulta na promocéo
do crescimento tumoral através da via de sinalizagdo do NF-«B, que conduz a expressio
d citocinas inflamatérias tais como a IL-1B, a IL-6 e o TNFa. [23] Esta expressao
aberrante pelas células tumorais no inicio da carcinogénese pode acionar o recrutamento
de células do sistema imunolégico pré-tumorigénicas que induzem a inflamacédo e a
protecdo contra células imunes citotdxicas. [23]

De facto, os TLRs tém sido investigados em varios modelos experimentais de
tumores, verificando-se que desempenham diferentes papéis - enquanto que alguns
inibem a progressdo do tumor, outros facilitam a evasdo da vigilancia imunoldgica. [49]
No entanto, 0s mecanismos exatos pelos quais estes recetores influenciam a progresséo

do CCR permanecem controversos. [50]
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3.1.4.1 Recetor Toll-like 2

A complexa resposta do TLR2 é ainda complicada pela sua capacidade de
interagir com multiplos correcetores, incluindo o TLR1 e o TLR6. [47][43] O TRL2 é
funcionalmente expresso por diferentes tipos de células, tais como mondcitos,
macrofagos, neutrofilos, DCs, mastocitos e células tumorais. [47][14] No CCR o papel
do TLR2 é ainda controverso, podendo promover ou suprimir o crescimento do tumor de
um modo dependente do contexto. [46][51]

Nas células epiteliais do intestino saudavel, o papel dos TLRs2 consiste em manter
a tolerancia a componentes de organismos comensais. [47] Uma vez que a baixa
expressdo do TLR2 é importante para garantir a tolerancia, existem varios mecanismos
que contribuem para manter uma baixa expressdo, tais como 0 aumento da expressao de
reguladores negativos e a ativacdo de vias de sinalizacao celular que induzem a producao
de IL-10. [47] A IL-10, uma citocina anti-inflamatodria, inibe funcdes dos macrofagos e
de DCs efetoras, limita as respostas imunes e promove a diferenciagéo e ativacao local de
linfocitos Treg. [47]

A sinalizacdo desencadeada pelos TLRs2 € critica para a aquisicdo de
propriedades funcionais pelas DCs associadas ao intestino, incluindo a sua capacidade
para produzir o acido retindico, que intervém na migracdo dos linfdcitos para o intestino
e na ativacdo dos linfocitos Treg. [47] Por outro lado, a estimulacdo dos TLRs2 pode
promover a resposta pelos linfécitos TH17 e pode reduzir a funcdo supressora dos
linfocitos Treg pela inducdo preferencial da producdo de IL-17. [47] A IL-17 é produzida
por um subconjunto de linfocitos Tw, os linfocitos Twl7, que é caracterizado pela
producéo de IL-17, IL-22 e TNFa. [14]

Desta forma, torna-se possivel inferir que o TLR2, induzindo efeitos pré e anti-
inflamatdrios, tem uma acdo controversa. [47] Em todo o caso, é de salientar que a
capacidade da sinalizacdo desencadeada pelo TLR2 produzir respostas pro e/ou anti-
inflamatdrias é influenciada pelo microambiente imunologico intestinal no qual a resposta

imunitéria, a inflamacéo e a homeostase local sdo modulados. [47]
Por outro lado, surgem também estudos que demonstraram que os TLRs podem

ser expressos pelos LT convencionais e pelos linfocitos Treg. [52] Num estudo conduzido

por Olivier et al, foi observado que, no estado estacionario, os linfocitos Treg apenas
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expressam TLR1 e, em niveis muito baixos, TLR2. [53] No entanto, o perfil de expresséo

dos TLR nos linfécitos Treg permanece controverso. [53]

Para avaliar o impacto da deficiéncia de TLR2 no desenvolvimento do CAC,
Lowe et al utilizaram um modelo com administracdo de AOM/DSS (azoximetano/sulfato
de s6dio dextrano) em ratinhos. [54]

Em comparacao com os ratinhos wild type, nos ratinhos com um genétipo TLR2
I-observaram um incremento da inflamacéo caracterizado pelo aumento da infiltracdo por
células imunitarias, pelo aumento da producdo de moléculas pré-inflamatorias (IL-6, IL-
17A e TNFa) e pelo aumento da expresséo do transdutor de sinal e ativador da transcri¢éo
3 (STAT3) fosforilado. [54] Estes dados foram correlacionados com o facto de também
nos ratinhos com um gendtipo TLR2” se ter verificado um aumento significativo do
namero de tumores bem como um aumento da area abrangida por cada tumor. [54] Desta
forma, estes investigadores concluiram que a deficiéncia em TLR2 ndo s6 induziu a
promoc¢do tumoral como também induziu a progressao tumoral. [44] Evidéncias de uma
outra investigacdo corroboram esta informacdo, apontando que, na colite, o TLR2
desempenha um papel de protecdo contra o desenvolvimento de CAC. [46]

Estes investigadores apontaram também para o facto de a IL-6, 0 NF-xB ¢ o
STATS3 ativado estarem interligados no desenvolvimento do CAC. [54] Se por um lado
se verifica que o STAT3 pode aumentar a atividade do NF-kB nas células tumorais, por
outro lado verifica-se que que a ativacdo do STAT3 nas células imunitarias do tumor é
dependente do NF-xB e da IL-6, sendo esta resultante da atividade do NF-«B. [54]
Curiosamente, o STAT3 apresentou também capacidade de inibicdo sobre as IKKs,
reduzindo desta forma a resposta imunitaria dos linfécitos Tr1 induzida pelo NF-«B. [54]

Neste modelo de inducdo de CAC, observou-se que os ratinhos com o gendtipo
TLR2” produziram niveis significativamente menores de IFN-y e significativamente
maiores de TGF-B, que, associados ao aumento da producdo de IL-6, conduziram ao
aumento dos linfécitos Tu17. [54] De facto, varios modelos animais de CAC apontam
para a existéncia de uma correlagdo entre a producdo da IL-17 e o aumento da

tumorigénese. [54]

Resultados de outras investigacfes permitiram observar que a sinalizacdo
desencadeada pelos TLRs2 permite controlar a inflamagé&o e proteger a mucosa intestinal
pela regulacdo das tight junctions, associadas a manutencéao da integridade da funcéo de
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barreira. [47][54] No entanto, estas acdes foram maioritariamente associadas a episodios
agudos de inflamac&o. [47] Em situacGes de inflamacdo crénica, os TLRs2 demonstraram
apenas efeitos moderados sobre a regulacéo dos processos inflamatorios. [47]

Em contraste com o previamente disposto, um crescente conjunto de evidéncias
sugere que, em comparagdo com individuos saudaveis, no epitélio intestinal de individuos
com CCR ou com Dlls o TLR2 encontra-se sobre-expresso. [55]

Para determinar os potenciais papéis dos TLRs na regulacdo da tumorigenese, um
grupo de investigadores avaliou a expressdo do TLR2 em células tumorais e em células
ndo tumorais do mesmo individuo, concluindo que os TLRs2 se encontram sobre-
expressos nos tecidos com CCR. [55] O perfil de expresséo do TLR2 nos tecidos humanos
com CRC revelou que niveis elevados de TLR2 estdo correlacionados com graus mais
avancados da patologia e com metastases nos nddulos linfaticos, sugerindo uma
associacdo entre a expressédo do TLR2 e a progressdao do tumor. [55] Por conseguinte,
niveis elevados de TLR2 estdo correlacionados com uma menor sobrevivéncia global dos
doentes com CCR. [55]

Estes autores fazem referéncia a uma série de experiéncias in vitro, em que o
TLR2 foi identificado como um recetor essencial na inducgdo da inflamacéo através da
ativacdo da via de sinalizacdo intracelular que resulta na ativacdo do NF-kB e na secre¢édo
de citocinas inflamatdrias, tais como o TNF-a e a IL-1p. [55] No entanto, apontam para
o facto de a causa da sobre-expressdo do TLR2 em cancros humanos ainda ndo estar
elucidada. [55]

Uma outra abordagem surge ainda de Boulard et al, que, para definirem o papel
dos TLRs2 na inducdo e na regulacdo da inflamacao intestinal cronica, examinaram o0s
efeitos da supressdo do TLR2 em varios modelos de Dlls. [56] Os resultados mostraram
que os sinais gerados pela ativacdo dos TLRs2 ndo sdo necessarios para a inducao de
inflamacéo intestinal crénica quer por respostas imunes inatas quer por respostas imunes
adaptativas. [56] Demonstraram ainda que os ratinhos com gendtipo TLR2”- apresentam
niveis normais de Treg e sdo capazes de suprimir a inflamacéo intestinal de forma tdo
eficaz como os ratinhos wild type. [56] Para além disso, negaram a existéncia de qualquer
funcdo intrinseca a sinalizacdo do TLR2 necessaria para as respostas patogénicas
desencadeadas pelos linfocitos T no intestino. [56] Estes resultados sugeriram que as

bactérias intestinais desencadeiam uma resposta inflamatéria cronica através da
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estimulacdo de outras vias de PRR e que a modulacdo da sinalizacdo dos TLRs2 pode ter

um impacto limitado durante a fase cronica da inflamacéo intestinal. [56]

3.1.4.2 Recetor Toll-like 4

O TLR4 é expresso e funcionalmente ativo em células cancerosas, atuando na
promogdo do seu escape imune através da inducdo de fatores imunossupressores e
quimiocinas, tais como o TGF-B, o NO, a IL-8, a proteina quimiotatica de mondcitos 1
(MCP-1) e a MMP-9, bem como pela resisténcia a apoptose. [46][57] De facto, no CCR,
a expressao elevada de TLR4 é observada em todos os componentes tumorais, tais como
as camadas epitelial, endotelial e do estroma. [45] Quanto as células ndo cancerosas, 0
TLR4 ¢é expresso em mondcitos, macréfagos, neutrofilos, CDs mieloides, mastocitos, LB
e IECs. [47]

Fukata et al demonstraram que o TLR4 encontra-se sobre-expresso em humanos
no CAC. [58] Num modelo animal de tumorigénese do coldn induzida por inflamagdo em
que foi administrado AOM a ratinhos wild type, a sobre-expressao do TLR4 foi também
confirmada; mais ainda, verificou-se que a delecdo de TLR4 induziu a sua protecao contra
a tumorigénese no coélon. [58] Concluiram que o TLR4 é necessario para a expressao da
ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e para a produgdo aumentada da prostaglandina E2 (PGE2)
observada na colite cronica. [58] Para além disso, mostraram que a tumorigénese
dependente do TLR4 estd também associada a ativacdo da sinalizacdo pelo recetor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR). [58]

A sinalizagcdo pelo TLR4 integra a sinalizagdo inflamatdria e a tumorigénese
através das duas vias: COX-2-PGE2 e AR-EGFR (anfiregulina-EGFR). [59] A
sinalizacdo pelo TLR4 induz a ativagdo da COX-2 em macrdfagos da lamina propria e,
em menor extensdo, nas celulas epiteliais, o que resulta num aumento da PGE2, pela
atuacdo da COX-2 no acido araquidonico (AA). [59] A PGEZ2, por sua vez, pela ligagdo
aos seus recetores, ativa um conjunto de moléculas que estdo associadas com a
proliferacdo celular, como por exemplo a anfiregulina. [59] Esta sobre-regulacdo da
PGE2 parece ser necessaria para a restituicdo da mucosa em resposta a lesdes epiteliais.
[50] No entanto, a ativagdo continuada deste eixo, TLR4-COX-2-PGEZ2, pode resultar na
proliferacdo de células epiteliais aberrantes e, portanto, levar ao desenvolvimento de
CAC. [59] Para além disso, verificou-se que na inflamacéo crdnica se forma um ciclo de
feedback positivo na mucosa intestinal: a expressdo aumentada do TLR4 da mucosa induz
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a ativacdo da COX-2, que por sua vez produz a PGE2; a PGE2 por sua vez estimula a
COX-2 dos macrofagos da mucosa, o que induz ainda uma maior producao de PGE2. [59]
Por conseguinte, a acdo continua do eixo TLR4-COX-2-PGE2 durante a fase cronica da
colite pode ser o fator chave na patogénese do CAC. [59] O outro mecanismo subjacente
a proliferacdo epitelial mediada pelo TLR4 corresponde a via TLR4-AR-EGFR. [59] Na
mucosa, a expressao dos ligandos do EGFR, anfiregulina e epirregulina, é regulada pelos
TLR4 durante a colite. [59] Uma vez que a epirregulina é expressa durante a fase aguda
da colite e a anfiregulina é sobre-expressa no periodo crénico da colite, sdo apontados
diferentes papeis para estes ligandos na reparacdo da mucosa. [59] Pensa-se que a
producdo de AR pela mucosa seja mais responsavel pela tumorigénese intestinal do que
epirregulina, embora ambos os ligandos induzam a ativagcdo do mesmo recetor. [59]
Para demonstrar o papel da sinalizacdo pelo TLR4 na tumorigénese, Wang et al
examinaram a expressdo do TLR4 e do MyD88 no CCR, e verificaram a existéncia de
uma associagdo entre a alta expressdao de TLR4/MyD88 e a presenca de CCR com
metéstases hepaticas. [57] Desta forma, concluiram que a sinalizagdo por TLR4/MyD88
promove a progressao do CCR pela sua contribuicdo para a formacdo de metastases no
figado. [59] Para além disso, as suas descobertas sugeriram também que a sinalizacdo
desencadeada por TLR4/MyD88 contribui para a tumorigénese nao s6 do CCR associado
a colite, mas também do CCR esporadico. [57] Por ultimo, os resultados obtidos
permitiram também demonstrar que a sobre-expressdo de TLR4/MyD88 é um fator de
prognostico independente e significante da sobrevida livre de doenca para cinco anos e
da sobrevida geral. [57] De um modo analogo, também noutros estudos, usando modelos
animais, se verificou que o silenciamento da via de sinalizacdo TLR4/MyD88 em células
tumorais resulta ndo s6 na reducdo formacao de tumores, mas também no prolongamento

da sobrevivéncia. [57]

3.1.4.3 Recetor Toll-like 9

O TLR9 é preferencialmente expresso nas membranas endossomais de LB e de
pCDs e é ainda conhecido pela sua capacidade de estimular reagdes imunitarias
especificas através da ativacdo de respostas inatas do tipo inflamatorio. [60] Apds a
ativagdo, outras ceélulas imunitarias adicionais expressam também este recetor,
nomeadamente os neutrofilos, mondcitos, macréfagos e linfocitos T CD4+. [60] Tem
também sido relatada a expressdo de TLR9 em células epiteliais normais, incluindo as
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células epiteliais intestinais, bem como em células e tecidos tumorais. [60] Nas células
epiteliais intestinais, a expressdo deste recetor € verificada tanto na membrana apical
como na membrana basolateral. [61]

Os TLRs9 podem ser ativados por fragmentos de DNA bacterianos ou virais, por
complexos de DNA-imunoglobulina ou por oligonucledtidos sintéticos, sendo que todos
contém sequéncias de nucleotidos de citosina-guanina (CpGs) ndo metilados. [62]

A ativagdo das pDCs, mediada pelos TLRs9, conduz a produgdo de IFN-a e de
INF-B, que por sua vez atuam em diferentes tipo de células, tais como as células NK, os
LT e as cDCs. [38] Estas células NK produzem IFN-y que por sua vez ativa as cDCs. [38]
A ativacdo das cDCs promove sua maturacdo, traduzida pela producédo de citocinas proé-
inflamatorias, tais como IL-12 e IL-18, de moléculas coestimuladoras, tais como CD80,
CD86 e CDA40, e de moléculas do MHC. [5][38][47] As moléculas coestimuladoras e as
moléculas de MHC sdo essenciais para a apresentacdo de antigénios aos LT naive,
enquanto que as citocinas pro-inflamatorias sdo requeridas para a resposta imunitaria
mediada pelos linfdcitos Thl. [38][60]. A diferenciacdo das Tnl pode promover tanto a
atividade dos linfocitos Tc como dos LB e diminuir a atividade dos linfocitos Tn2. [38]

Tem sido descrito que a ativacdo epitelial apical dos TLRs9 por DNA contribui
para a manutencdo da homeostase do célon. [61] De facto, verifica-se que ratinhos
deficientes em TLR9 apresentam maior suscetibilidade para o desenvolvimento de colite
e que polimorfismos genéticos do TLR9 estdo associados a um risco acrescido de
desenvolvimento de Dlls. [61]

Estudos acerca da localizagdo dos TLR9 nas células epiteliais intestinais
sugeriram que a ativacdo pode ocorrer tanto através da superficie apical como da
basolateral e a sinalizacdo desencadeada em cada uma das situacGes determina se a
resposta é tolerogénica ou inflamatoria, respetivamente. [47] A ativacdo apical de TLR9
ndo induz a via de sinalizacdo do NF-«B. [47] Em contraste, a ativacdo basolateral do
TLR9 ativa a sinalizacdo pelo NF-xB que, por sua vez, ira induzir a producéo de IL-8.
[47] Na auséncia de TLR9, hd um aumento de linfocitos Treg do intestino delgado, o que
leva a uma incapacidade para proteger contra a infecdo. [47]

Num modelo animal em que utilizou DSS para indugdo de colite, O’Hara et al
demonstraram que a infecdo por Campylobacter jejuni, uma das principais causas de
gastroenterite, atenua o reforco da funcéo barreira do epitélio mediado pelos TLRs9. [61]
Verificaram que os ratinhos infetados com esta bactéria, nos quais se observaram niveis

epiteliais reduzidos de TLR9, apresentaram maior sensibilidade a estimulos quimicos,
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exibindo sinais de inflamacdo significativamente mais graves. [61] Desta forma,
postularam que a exacerbacdo dos sintomas de DIls apds uma infecdo bacteriana pode ser
explicada pela diminuigédo da funcéo dos TLRO. [61] Estes investigadores demonstraram
também que, em oposic¢do a ativacao apical dos TLRs9, a ativacdo basolateral ndo induz
um aumento da func&o barreira epitelial. [61] A ativacdo basolateral destes recetores foi
antes associada a inducdo da secrecdo de IL-8. [61]

O STAT3 parece desempenhar um papel crucial na regulagdo de processos
inflamatdrios induzidos pelos TLR na cicatrizacdo de feridas e na tumorigénese. [63]
Estudos revelaram que o STATS3, por um mecanismo de feedback negativo, atua inibindo
a sinalizacdo pro-inflamatoria do TLR-9 nas células mieloides. [63] Para além disso,
demonstraram também que a ativacdo do STAT3 promove a atividade angiogénicas das
células mieloides, limitando, simultaneamente, a apresentacdo de antigénios. [63] A
constante atividade do STAT3 no microambiente tumoral resulta da estimulacdo por
citocinas, fatores de crescimento e outras moléculas libertadas pelas células tumorais.
[63]

A radioterapia no cancro pode ser imunogénica, no entanto, ainda ndo se
encontram totalmente esclarecidos os motivos pelos quais os seus efeitos imunogénicos
raramente séo suficientes para evitar a reincidéncia tumoral. [63] Neste &mbito, um
mecanismo dependente do TLR9 foi estudado. [63] Verificou-se que o TLR9, pela via
MyD88/NF-kB, desencadeia a expressdo da IL-6, que por sua vez induz nas células
mieloides, recentemente recrutadas em resposta a radioterapia, processos de sinalizacdo
pré-tumorigénicos. [63] Estes processos sao caraterizados pela ativacdo de um conjunto
de genes. [63] Pela comparacdo da expressao genética global em células mieloides wild
type, em células mieloides deficientes em TRL9 e em células mieloides deficientes em
STATS3, provenientes de tumores sujeitos a irradiacado, foi identificado um conjunto Gnico
de genes que regulam 0 TRL9/STAT3 e que estdo envolvidos na promogéo da inflamacéo
e da revascularizacdo. [63]

3.1.5 NF-xB
O NF-kB ¢ um fator de transcri¢do pleiotropico que ¢ codificado por uma familia
de cinco genes principais: RelA (p65), RelB, c-Rel (REL), NF-xkB1 (P100) e NF-xB2
(P102). [64] Os genes NF-kB1 (P100) e NF-xB2 (P102) sdo processados para produzir
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p52 e p50, respetivamente. [64] O dominio comum a todas as correspondentes proteinas
é conhecido como dominio de homologia Rel (RHD). [15][64] O RHD permite a homo e
heterodimerizacdo destas proteinas bem com a sua migracdo para o nucleo, a ligacdo ao
DNA e a interacdo com as proteinas inibidoras do NF-xB (IkB). [15][64] A familia das
proteinas de IkB ¢ constituida por IkBa, IxBp, IkBy, IxBe, BCL-3, P100 e P105. [15]

Os homo ou heterodimeros do NF-kB permanecem inativos no citoplasma ligados
a proteinas de IxkB, que impedem a translocagdo do NF-kB para o nucleo e, portanto, a
transcricido dos genes alvo. [64] E através da fosforilagdo dependente da IKK,
poliubiquitinacdo ¢ subsequente degradagdo proteossomica de proteinas IkB que as
proteinas NF-«xB séo libertadas. [64] A libertacdo do NF-kB permite a translocagdo do
dimero para o nucleo, onde pode regular a expressdo de genes especificos, tipicamente
envolvidos na resposta imunitaria e inflamatéria e no controlo do crescimento celular.
[63] A familia IKK consiste em duas subunidades cataliticas, IKKa e IKK[3, complexadas
com a subunidade reguladora IKKy/NEMO (NF-«B essential modulator). [64]

A regulacdo e ativagéo rigorosas do NF-xB sao controladas por duas principais
vias de sinalizacdo, moduladas por estimulos especificos, mas divergentes: a via classica
ou candnica e a via alternativa. [64]

Na via classica, ap6s estimulacdo por varias moléculas inflamatdrias, incluindo
certos membros da familia do TNFa, IL-1 e ligandos dos TLR, as moléculas de IkB sdo
fosforiladas pelo complexo IKK, o que leva a sua degradacao proteossémica. [15] Esta
via tem como principais alvos os dimeros p50: RelA e p50:c-Rel, que sofrem translocacao
para o nucleo e, posteriormente, ativam a transcrigdo de varios genes alvo. [15]

A via alternativa € ativada por um subconjunto de membros da superfamilia de
recetores do TNF, que incluem o recetor do fator ativador de LB (BAFFR), o CD40, o
recetor ativador do NF-kB (RANK) e o recetor da linfotoxina 3 (LTPBR). [17][63] Esta
via € caracterizada pela sua independéncia em relacdo a IKKPB e ao NEMO e pela
dependéncia em relagdo a IKKa. [64] Esta ativacdo é mediada pela cinase indutora do
NF-kB (NIK) que sinaliza a IKKa para a fosforilagao de NF-kB2/p100:RelB que se
encontra complexado com IkB. [15][64] Subsequentemente, o complexo sofre
ubiquitinagdo, o que conduz processamento proteossomico do inibidor de RelB, NF-kB2
p100, resultando na libertacéo e translocacéo do heterodimero RelB-p52 para o nucleo e
ligacdo ao DNA. [15][64]

Deve notar-se que uma das primeiras proteinas transcritas em ambos 0s processos

¢ a IxBa, que, em seguida, migra para o nucleo e estabelece ligacdo com o dimero de
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forma a terminar a atividade de transcricdo. [14][64] A via classica estad associada a
prevencdo da apoptose, & imunidade inata e a inflamacdo, em resposta a infegdes ou a
exposicao a citocinas pro-inflamatdrias. [15][64] A via alternativa desempenha um papel
crucial na organogénese linfoide secundaria e na maturacdo e sobrevivéncia de LB.
[15][64] Assim, ambas sdo responsaveis pela sobrevivéncia das células e, em ultima
andlise, desempenham um papel na carcinogénese. [64]

Hanahan e Weinberg postularam que cada etapa da tumorigénese inclui
autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade aos sinais inibidores de
crescimento, capacidade de evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado,
angiogénese assegurada e capacidade de invasdao e metéstase de tecidos. [65] O NF-xB
pode exercer efeito sobre cada um destes aspetos da tumorigénese através da inducdo da
expressao de proteinas, podendo desta forma ser considerado como base de transicdo de

um estado de inflamac&o para o crescimento de cancro. [64]

3.1.5.1 NF-kB na carcinogénese

A ativacdo de oncogenes, tais como o K-Ras, tem demonstrado acionar a via de
sinalizacdo do NF-kB em células tumorais. [14]

O NF-kB exerce uma funcdo regulatoria sobre varios genes implicados na
proliferacdo celular, tumorigénese e metastase. [15] A ciclina D1 e o c-Myc sdo dois
genes alvo do NF-«kB que tém um papel importante no crescimento e proliferagio celular,
e a sua expressdo é direta ou indiretamente aumentada pela ativagdo do NF-xB. [15][64]
Numerosos estudos atribuem ao NF-«B a capacidade de inibicdo da morte celular
programada através da regulacdo dos genes que codificam proteinas antiapoptoéticas, tais
como o clAPs, o Bel-XL e a survivina. [15] Outro mecanismo pelo qual o NF-xB pode
inibir a apoptose é através da sua capacidade de inibir a ativacdo prolongada das JNKs e
a da acumulagéo de ROS. [15]

A formacéo de novos vasos sanguineos é essencial para a progressdo do tumor e
é dependente de fatores de crescimento, tais como TNF e VEGF, e de quimiocinas, tais
como a MCP-1 e a IL-8, que sé&o regulados positivamente pela via de sinalizacdo do NF-
kB. [15] O gene que codifica a COX-2, uma proteina envolvida na inflamagé&o, esta sobre
o controlo direto do NF-kB, encontrando-se intimamente envolvido no processo de
carcinogénese. [15][64] A expressdo desta proteina encontra-se aumentada em formas
mais agressivas de CCR, sendo conhecida por promover a angiogénese. [64]
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O papel do NF-xB como elo de ligagdo mecanistico entre a inflamagdo ¢ o cancro
tem sido intensamente investigado em relacdo a atividade constitutiva do NF-«xB tanto
nas DIllIs como no CAC. [64] Tanto as ROS como as citocinas produzidas no decorrer
destas patologias promovem a ativacdo da via do NF-kB. [64] Estas citocinas ativam o
STAT3 em IEC. [64] Este, por sua vez, contribui para promover a inflamacéo,
perpetuando estimulos nocivos e, posteriormente, criando um ciclo de feedback positivo.
[64] A combinacdo de agentes que danificam o DNA e de citocinas inflamatdrias resulta
na ativacdo constante da via NF-kB, estabelecendo-se 0 ambiente necessario para a
progressao da carcinogénese. [64]

Encontra-se demonstrada a sobre-expresséo do NF-kB em linhas de células de
cancro do colon e em amostras de tumores humanos, incluindo o CCR esporadico e o
CAC, bem como em sindromes genéticas, incluindo a PAF e a sindrome de Lynch. [17]
Considerando a sequéncia inflamacao-adenocarcinoma, foram determinados niveis
significativamente elevados da expressdo do NF-kB no tecido de adenocarcinoma em
comparagdo com amostras de tecido no inicio da sequéncia. [17] Ademais, evidéncias
tém demonstrado que a atividade do NF-kB aumenta em associagdo com a progressao
histolégica do tumor. [17] Estes dados sugerem que a atividade do NF-kB aumenta do
inicio da inflamacéo até a proliferacdo maligna. [17] Desta forma, pode concluir-se que

a ativacao do NF-kB no CCR funciona como um indicador de mau prognoéstico. [17]

3.1.5.2 IKK na carcinogénese

Num estudo em que se utilizou um modelo de CAC em ratinhos, observou-se que
a inibicdo da ativacdo do NF-kB pela utilizagdo de inibidores da IKK suprimiu
significativamente a tumorigénese. [59]

De acordo com o tipo de célula em que se encontram, as proteinas IKKf
contribuem para a promocgdo de tumores através de mecanismos diferentes. [66]
Resultados de uma investigacdo, em que se utilizou um modelo AOM/DSS, sugeriram
que as IKKp presentes em células epiteliais contribuem para a promogao tumoral através
da supresséo da apoptose pela via mitocondrial. [66] Nestas células, a IKKf é necessaria
para a inducdo do Bcl-XL, que € um dos genes alvo do NF-kB. [66] A auséncia de IKK[3
nos enterocitos previne a inducdo do Bcl-XL e conduz a um aumento da apoptose das
células expostas ao agente carcinogénico. [66] Os resultados revelaram que, nos ratinhos

knockout para a IKKf, a reducdo da incidéncia de tumores ndo se deveu a um decréscimo
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da resposta inflamatdria. [66] Desta forma, nos enterdcitos, a IKK desempenha um papel
critico e direto na promocédo tumoral, o qual é distinto do seu papel na expressdo de
mediadores inflamatdrios, uma fungdo exercida principalmente nas células mieloides.
[66] Uma reducdo mais modesta na incidéncia tumoral, mas ainda assim significante, foi
obtida pela delec¢do de IKKP em células mieloides. [66] Esta dele¢do ndo teve efeito nem
na expressdo do Bcl-XL, nem na resposta apoptética das células expostas ao
carcinogéneo. [66] Em vez disso, a dele¢ao de IKK em células mieloides resultou numa
acentuada diminuicdo da proliferacdo da inflamacdo induzida dos enterdcitos e do
tamanho do tumor, efeitos indiretos que ndo foram observados com a delecdo especifica
dos enterdcitos. [66] De forma congruente, verifica-se que a IKKf presente nas células
mieloides é essencial para a expressdo de fatores pré-inflamatdrios, como por exemplo a
COX-2 e a MMP-9, os quais se acredita que contribuem para o crescimento tumoral. [66]
Também num outro estudo, desenvolvido por Karin et al, foi demonstrado que a ativagédo
do NF-kB nas células epiteliais aumentou o nimero de tumores desenvolvidos e que, por
outro lado, a ativacdo do NF-kB nas células micloides apresentou maior correlagcdo com
0 tamanho do tumor. [67]

Num outro estudo, em que se utilizaram modelos com a administracdo de DSS em
ratinhos, verificou-se que a inibi¢do da ativacdo da via do NF-kB dependente da IKK[3
exacerba a inflamacao aguda, mas atenua a doenca inflamatéria crénica no trato intestinal.
[68] A inflamacdo ulcerativa aguda é agravada em resultado da diminuicdo da protecédo
mediada pelo NF-kB contra a apoptose de células epiteliais e do atraso na regeneragao da
mucosa, secundario a diminuicdo do recrutamento de celulas inflamatdrias que segregam
fatores citoprotetores. [68] Em contraste, nos ratinhos deficientes em IL-10, que servem
como um modelo de colite cronica, a delecdo da IKKf no epitélio intestinal ndo teve
qualquer impacto. [68] Por outro lado, a deficiéncia de IKKf nas células mieloides atenua
a inflamac&o e prolonga a sobrevivéncia. [68] Estes resultados destacam a dependéncia
em relacéo aos tecidos das funcdes pro-inflamatdrias e antiapoptéticas do NF-kB. [68]

IV. PROCESSOS INFLAMATORIOS

A inflamacdo, um processo fisioldgico fundamental, pode apresentar tanto um

papel benéfico como prejudicial para o hospedeiro, durante a carcinogéenese. [68][69] Sob
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condicdes inflamatdrias especificas, as células do sistema imunoldgico podem aumentar
a resposta imunitaria antitumoral induzindo a subsequente eliminacdo de células
displésicas e de células cancerosas. [69] No entanto, a ativa¢do inadequada ou excessiva
do processo inflamatorio pode causar grandes danos, sendo considerada um fator de risco
para muitas doencas malignas comuns, incluindo o CCR. [46][68]

A promogdo do cancro pela inflamagdo crénica pode dar-se através de varios
mecanismos. [70] A instabilidade gendmica e danos no DNA, mediados em parte pelas
ROS libertadas durante a inflamacéo cronica, podem provocar mutacGes geneticas e
epigenéticas que iniciam o processo de transformacao celular. [70][15] Para além disso,
a inflamacdo pode promover esta progressdo tumoral pela indugéo da remodelacdo de
tecidos, pelo suporte da angiogénese e pelo fornecimento de fatores de crescimento. [70]

Pelo facto de a maioria das células imunitérias intratumorais serem recrutadas
apos a formacdo do tumor, admite-se que € improvavel que a inflamacéo inicie o0 CCR
esporédico. [71] Assim, neste caso, a inflamagdo cronica ndo precede mas sucede o
desenvolvimento do tumor. [71] No entanto, ap6s o estabelecimento do tumor, o
microambiente inflamatério localizado pode promover a acumulacdo de mutagoes e de
modificacdes epigenética. [71]

O local de inflamacdo é caracterizado pela atividade continua de diversas
citocinas, quimiocinas e enzimas, pela producdo de ROS e de RNS e pela ativacédo de vias
de sinalizacdo especificas e de fatores de crescimento. [69] Estes processos podem ser
despoletados tanto pelas células tumorais como pelas células imunoldgicas recrutadas
para 0 ambiente tumoral inflamatério. [14]

Estes mecanismos interrelacionam-se funcionalmente de forma a alterarem vias
importantes envolvidas na funcéo celular normal e, portanto, aceleram o desenvolvimento

do cancro associado a inflamacéo. [69]

4.1 Acidos gordos polinsaturados
O teor quantitativo e qualitativo dos acidos gordos polinsaturados (PUFAS)
essenciais incluidos na dieta tem elevada importancia, interferindo com mecanismos
fisioldgicos. [69] Uma vez que os PUFAs ndo podem ser sintetizados por mamiferos, a

sua disponibilidade depende da sua inclusdo na dieta. [69]
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Estes acidos, normalmente, séo classificados em dois tipos principais: n-3 (o-3) e
n-6 (0-6). [69] O acido linoleico, n-6, encontrado em muitos 6leos vegetais, é o percursor
de vérios outros tipos de &cidos, principalmente do AA. [69] O acido a-linolénico, n-3, é
um precursor do acido eicosapentaenoico (EPA) e do acido docosahexaenoico (DHA),
que podem ser encontrados em 6leos de peixe ou de algas. [69] Quantidades excessivas
de ingestdo de PUFAs n-6 e um récio elevado n-6/n-3, encontrados em dietas ocidentais,
podem promover a patogénese de muitas doencas, tais como as doengas cardiovasculares,
a obesidade, a diabetes, as doencas autoimunes, a inflamacéo e o cancro. [69]

A ingestdo de PUFAs conduz a sua distribuicdo a praticamente todas as células do
organismo humano e influencia o perfil lipidico e a composi¢do em &cidos gordos das
membranas celulares que envolvem o plasma, o nlcleo e as mitocondrias. [69] Isto, por
conseguinte, afeta a estrutura e a fluidez dessas membranas, as funcdes das proteinas
ligadas as membranas e a sinalizacdo mediada pelos lipidos. [69]

Normalmente, o AA encontra-se esterificado no esqueleto de glicerol da
membrana fosfolipidica, sendo que nesta forma ndo pode ser metabolizado a
prostaglandinas. [72] Apo6s a hidrdlise pela fosfolipase A2, 0 AA torna-se um substrato
para a oxidacdo enzimatica conduzida por diferentes sistemas enzimaticos, incluindo as
COXs, as lipo-oxigenases (LOX) e o citocromo P450. [72]

Em individuos com DIIs ou com CCR foram detetadas atividades alteradas das
enzimas que metabolizam o AA enddgeno, nomeadamente da COX-2 e da 5-LOX.
[9][69] Tanto o EPA como o DHA competem com o AA para estas enzimas e, desta
forma, sdo capazes de inibir a formacdo de eicosanoides pré-inflamatérios e
imunossupressores derivados do AA. [69] Para além disso, verifica-se que o EPA e o
DHA conduzem a formacdo de varios mediadores anti-inflamatorios, tais como as
resolvinas, as lipoxinas e as protectinas. [69][73]

Estes mediadores fornecem sinais que param a infiltracdo por neutrofilos e
eosinofilos, que estimulam o recrutamento ndo flogistico de mondcitos (isto é, sem
elaborar mediadores pré-inflamatdrios), que promovem a absorcdo e eliminagcdo de
células apoptoéticas e de microrganismos pelos macrofagos, que promovem a saida dos
fagdcitos do local de inflamacdo atraves dos vasos linfaticos e que estimulam a expressao
de moléculas envolvidas na defesa antimicrobiana. [9] Assim, este processo conduz a

restauracdo da homeostase do tecido inflamado. [73]
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4.2 Lipo-oxigenase

Entre as vias de sinalizacdo da LOX, as vias da 5-LOX e da 12-LOX destacam-se
por estarem intimamente relacionadas com a promocao da inflamacéo e da carcinogénese;
por outro lado, os metabolitos resultantes da via 15-LOX tém demonstrado exercer um
efeito oposto. [74]

A 15-LOX destaca-se quanto a sua importancia na resolucao da inflamacao e na
diferenciacéo terminal de células normais. [9] Esta enzima é preferencialmente expressa
em tecidos normais e em lesdes benignas. [9] Em contraste, a 5-LOX e a 12-LOX
geralmente estdo ausentes no epitélio normal, podendo ser induzidas por estimulos pré-
inflamatdrios, e sdo constitutivamente expressas em varios cancros epiteliais, incluindo
os do colon. [9]

Uma série de evidéncias sugerem o envolvimento da 5-LOX em estadios iniciais
do CRC. [74] A 5-LOX é altamente expressa em neutrdfilos e mondcitos e € estimulada
pela acdo da IL-4 e da IL-13. [9] O AA libertado da membrana é convertido pela 5-LOX
em leucotrienos, nomeadamente o leucotrieno Bs (LTB4) e 0 leucotrieno Cs (LTCa).
[9][74] Sé&o conhecidos dois tipos de recetores do LTB4, 0 recetor 1 (BLT1) e recetor 2
(BLT2), sendo que o0 BLT1 esta essencialmente envolvido em respostas inflamatorias. [9]
A alta expressao da 5-LOX e dos seus recetores foi observada em individuos com CCR
estando associada a um mau prognostico. [74] Evidéncias reportam para a superproducéo
de LTB4 em tecidos de CCR bem como para a proliferacdo das células cancerosas
mediada pelo LTBa. [9] Foi demonstrada uma forte expressdao do BLT1 em regibes de
tecidos carcinomatosos de célon humano, mas ndo nas regiGes normais. [9] Para além
disso, o LTB4 tem sido implicado na patogénese das Dlls. [9]

As vias da COX e da LOX estdo intimamente inter-relacionadas, o que se reflete
no facto de a perturbagdo de uma via poder conduzir a sobre-expressao da outra via. [74]
Varios estudos revelaram que a delegdo da 5-LOX e da sua proteina de ativagdo (FLAP)
resultam no aumento da expressao de metabolitos resultantes da atividade da COX. [74]
Desta forma, um equilibrio na atividade destas duas vias deve ser considerado para uma

abordagem preventiva do CRC. [74]
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4.3 Ciclo-oxigenase

Essencialmente sdo reconhecidas duas isoformas da COX, as quais sdo atribuidas
diferentes atividades biologicas. [72] A COX-1, expressa constitutivamente, €
responsavel pela manutencdo da homeostase da mucosa gastrointestinal e por processos
relacionados com a contragdo do mdasculo liso. [72] A COX-2, por outro lado,
corresponde a isoforma indutivel, e medeia a sintese de prostaglandinas relacionadas com
funcbes pré-inflamatorias. [74][21] Em tumores com localizacdo intestinal, a COX-2
encontra-se sobre-expressa em células epiteliais e em células do estroma e é geralmente
induzida pela IL-1pB, pelo TNFa e pelo IFN-y. [21][74][75]

Resultados de diferentes investigacGes confirmaram a interveniéncia da COX-2
no processo de carcinogénese. [74] Num modelo de inducéo da formacéo de tumores pela
exposicdo a AOM, verificou-se uma sobre-expressdo da COX-2; por outro lado, a
deficiéncia em COX-2 diminuiu significativamente a tumorigénese num modelo de CCR.
[74]

No CCR, os efeitos pro-inflamatérios e pré-tumorigénicos da COX-2 sdo
mediados pelo seu principal produto final, a PGE2. [74] A PGE2 pode atuar por varios
mecanismos, nomeadamente pela inibicdo da apoptose através do aumento da expressao
de Bcl-2 pela via de sinalizagdo da MAPK ou da fosfatidilinositol 3-cinase-Akt; pela
ativacdo da via de sinalizacdo dependente da catenina, a qual promove a sobrevivéncia e
proliferacdo das células tumorais; pela inducdo da producdo de VEGF e do FGF basico,
que estimulam a angiogénese; pelo aumento da metastizacdo do tumor através da
alteracdo das propriedades adesivas das células e do aumento da atividade das MMPs;
pela diminuicdo da vigilancia imunoldgica conseguida pela reducdo da producdo de
citocinas e pela reducdo da atividade das células NK; [76] pela reducdo da expressdo de
IL-12, antitumorigénica, e do aumento da expressdo da IL-23, pro-tumorigénica, em
celulas mieloides; e pela ativacéo da via de sinalizagdo Wnt. [9][71][74][76] Para além
disso, a COX-2 pode provocar a oxidagdo do DNA induzindo o aparecimento de

mutacdes. [76]

4.4 ROS e RNS

As células fagociticas inflamatorias produzem uma variedade de espécies reativas

de oxigeénio e de espécies reativas de azoto. [23]
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Apols uma sequéncia de alteracfes metabolicas, a partir da espécie inicial anido
radical superdxido (O27) sdo produzidas outras espécies, tais como o hidréxido (OH), o
ido hipoclorito (ClIO") e o peroxido de hidrogénio (H202). [23] Normalmente, estas
espécies conduzem a mutacdes genéticas e a danos no DNA, contribuindo, desta forma,
para o0 processo carcinogénico. [16][23] Num modelo de inducdo de CAC em ratos pela
exposicdo a AOM/DSS, os ratos com danos no DNA devidos a inflamagdo e que eram
deficientes em enzimas de reparagdo de excisdo de bases apresentaram um aumento na
multiplicidade tumoral; estes resultados indicaram que a inflamacao pode induzir danos
no DNA que, por sua vez, contribuem para a carcinogénese do coélon. [16]
Genotoxicidade direta foi documentada em modelos de inflamacao intestinal em ratos,
que foi correlacionada com o grau de inflamagdo sistémica e local e foi associada a
evidéncias de stress oxidativo, mediado por ROS, e a danos no DNA. [16]

As NADPH-oxidases (NOX) consistem numa familia de sete enzimas, as NOX1-
5 e as DUOX1-2. [77][78] Em resposta a mediadores inflamatérios, tais como citocinas
e fatores de crescimento, as NOX sdo uma das principais fontes de geracdo de ROS. [46]
Entas enzimas encontram-se expressas em células de cancro e sabe-se que as ROS
derivadas da sua expressao facilitam o processo metastatico destas células. [77] No cancro
do coldn, a ativagdo da NOX1 tem demonstrado funcionar como um mediador importante
na formacdo de invadopodia, que pode facilitar a invasdo pelas células cancerosas. [77]
Constatou-se também que a NOX1 € necessaria para a expressdo do VEGF mediada pela
Ras, uma proteina transdutora de sinal, estando por isso associada ao processo de
angiogénese no cancro do célon. [77] Para além disso, verifica-se que nas células
cancerigenas do colon, a producgdo de ROS pelas NOX é dependente da atividade do NF-
kB. [77] Evidéncias recentes sugerem que os efeitos de sinalizacdo da produgdo de ROS
pelas NOX sdo dependentes do contexto, uma vez que para além de conferirem efeitos
pro-inflamatorios, podem também desempenhar fungdes nos mecanismos anti-

inflamatorios. [77]

O monoxido de azoto (NO) é produzido por trés isoformas da sintase do mondéxido
de azoto (NOS), nomeadamente a sintase neuronal do mondéxido de azoto (NNOS), a
sintase endotelial do mondxido de azoto (eNOS) e a sintase indutivel do mondxido de
azoto (iNOS). [74] A nNOS e a eNOS séo isoformas constitutivas da NOS, enquanto que
a INOS ¢ induzida ap0s exposicdo a um estimulo inflamatorio. [74] A iINOS é expressa

em varias células, tais como macréfagos, neutréfilos, células endoteliais e células
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parenquimatosas, incluindo o epitélio intestinal. [74] A sua producéo é estimulada por
LPS, pelo TNFa e pela IL-1p. [74]

A descoberta do NO como um produto de células do sistema imunitario apontou
a sua interveniéncia no mecanismo da carcinogénese. [74] No entanto, o seu papel €
menos claro, verificando-se que tanto a expressdo aumentada como a expressao
diminuida de NO podem refletir-se em efeitos benéficos no CCR. [74][16]

Ratinhos com um défice de iNOS (ratinhos iINOS™), quando cruzados com
ratinhos 1L-107", apresentaram um maior nimero de pdlipos em comparag&o com ratinhos
com gendtipo 1L-107", sugerindo que o NO pode desempenhar uma funcéo de protecio.
[16] Um papel inibitério da iNOS no crescimento tumoral foi também sugerido pela
elevada expresséo desta enzima em xenoenxertos de CCR. [74] Por outro lado, estudos
com ratinhos knockout para a iNOS sugeriram um papel positivo desta enzima na inducgéo
da formacdo de polipos na PAF. [74]

De uma forma geral, considera-se que o aumento da producdo de NO por um
periodo de tempo limitado apresenta resultados positivos na inibicdo do CCR, enquanto
que a producdo continua e crénica de NO esta associada a inducdo da transformacéo

neoplasica. [74]

O NO pode reagir com o 02 originando a formacdo de uma espécie altamente
reativa, o peroxinitrito. [74] O peroxinitrito reage com todas as classes de biomoléculas
e, assim, pensa-se estar envolvido em muitos fendbmenos patologicos. [74] De facto,
concentragOes elevadas de NO e de peroxinitrito foram observadas em amostras
cancerosas. [74]

Por ltimo, verifica-se também gue o aumento da producdo ROS e de RNS podem
resultar na ativagdo de oncogenes ou na inativacdo de genes supressores de tumores pela

inducdo de mutacdes em genes reguladores criticos. [16]

V. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

5.1 Imunoterapia
Um grande nimero das abordagens terapéuticas imunoldgicas direcionadas ao
cancro tem como base a ativacdo das respostas imunes inata e adaptativa. [25] Neste
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ambito, surge uma nova area de desenvolvimento relacionada com as evidéncias da
intervencdo dos TLRs no processo do crescimento e proliferagcdo tumoral. [25][55]

O processo de desenvolvimento de compostos direcionados aos TLRs no cancro
ndo é simples e alguns dos resultados revelaram-se dececionantes. [91] Atualmente,
varias moléculas encontram-se em diferentes fases de desenvolvimento de ensaios
clinicos. [79] Um dos primeiros tratamentos bem-sucedidos para o cancro resultou da
observacdo de que doentes com sarcoma inoperdvel com infe¢cGes concomitantes por
estreptococos exibiam efeitos antitumorais sistémicos. [79] O mecanismo para este efeito
terapéutico foi atribuido a ativacdo de TLRs por endotoxinas e fragmentos de DNA nao
metilado das bactérias. [79] Atualmente, existem duas classes de agonistas de TLRs
autorizados para utilizagdo clinica como monoterapia ou como adjuvantes de vacinas no
cancro: Bacillus Calmette-Guerin (BCG) e imidazoquinolinas. [79] A BCG é uma
preparacdo viva atenuada das bactérias envolvidas na tuberculose e foi originalmente
desenvolvida como uma vacina para essa doenca. [79] No entanto, também se verificou
que exibia atividade anticancerigena através da ativacdo dos TLRs 2, 4 e 9. [79] O seu
uso encontra-se autorizado no tratamento de algumas formas de cancro da bexiga e tem
também sido avaliada como uma vacina adjuvante no tratamento de outros tipos de
cancro. [79] O imiquimod, uma imidazoquinolina sintética, tem como alvo o TLR7 e é
administrado na forma de um creme para o tratamento de verrugas genitais e de doencas
malignas primarias da pele ou condi¢des pré-malignas. [79]

Verifica-se que varias moléculas, tais como compostos bacterianos, agentes virais
e pequenos compostos sintéticos, tém sido utilizadas como adjuvantes no tratamento do
cancro devido a sua capacidade em favorecer a imunoterapia pela estimulagdo das vias
de sinalizacdo dos TLRs e pela consequente ativacdo da resposta inata e adaptativa.
[55][79] No entanto, os resultados de investigacOes acerca da utilizacdo de agonistas dos
TLRs como adjuvantes em tratamentos de cancro ndo sdo congruentes e exigem uma

analise mais aprofundada. [55]

5.1.1 Agonistas do TLR2
Vérias evidéncias apontam para que o TLR2 seja detentor de um papel

particularmente importante na manutencdo da homeostase intestinal. [56]
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Num modelo de colite induzida por DSS, a administracdo de agonistas do TLR2
demonstrou efeitos benéficos na reducdo da severidade da colite pelo melhoramento na
integridade das tight junctions. [56]

A atividade supressora dos linfcitos Treg tem vindo a ser estabelecida como um
fator limitante da destruicéo das células tumorais pela resposta imunitéria. [80] A ac&o de
agonistas dos TLRs em linfécitos Treg, bem como o perfil de expressdo de TLRs por
estas células permanecem controversos. [53] Quanto aos efeitos da ativacdo dos TLRs2
sobre os linfocitos Treg, os resultados parecem depender dos estudos. [56]

Da combinacéo de resultados obtidos numa investigacdo em que se utilizaram
ratinhos, verificou-se que a utilizacdo de agonistas dos TLRs2 quando combinada com a
estimulacdo dos TCR, resultou num aumento da proliferacao dos linfocitos Treg in vitro
e in vivo e numa perda transitoria da funcdo supressora dos linfécitos Treg in vitro,
recuperada apos a retirada do agonista. [81]

Foi sugerido que os linfécitos Treg poderiam ser diretamente afetados por
agonistas dos TLR. [53] No entanto, os resultados obtidos por Olivier et al, relativos a
modelos em que se utilizaram ratinhos, sugerem que a ativacdo dos linfécitos Treg in
vivo, subsequente a injecdo de TLRs, é provavelmente uma consequéncia de cross-talk
entre os linfécitos Treg e outras células do microambiente e ndo o resultado de um
impacto direto de agonistas dos TLRs. [53] Os mesmos investigadores observaram que a
modulacdo negativa de linfocitos efetores T CD4+ exercida pelos linfécitos Treg nao
pode ser contornada, qualquer que seja o agonista TLR utilizado como adjuvante. [53]
Concluiram que os agonistas dos TLR s6 por si ndo sdo capazes de ativar diretamente 0s
linfécitos Treg. [53]

Varios estudos mostraram que, em ratos, os linfécitos Treg expressam TLR2 e
afirmam que agonistas sintéticos destes recetores inverteram a funcgdo supressora destas
células. [52] Por outro lado, verificaram que em humanos, apos a ativacao dos TLRs2 nos
linfocitos Treg, a sua funcdo supressora foi aumentada. [52]

Chen et al demonstraram que o aumento da expressdao dos TLR2 em linfocitos
Treg é dependente da estimulacdo dos TCR e esta expressdo pode ainda ser aumentada
pela ligacdo aos TLR2. [52] Assim, a expressdo do TLR2 foi reportada ser positivamente
regulada nos linfocitos Treg por um mecanismo de feedback positivo, subsequente a

estimulacdo com agonista TLR2. [52]
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Por outro lado, a outros agonistas dos TLRs2 foi associada uma diminuicdo da
resposta adaptativa pela estimulacdo da atividade dos linfocitos Treg; para além disso,
em ratinhos com gendtipo TLR2™, agonistas dos TLR2 foram associados a uma baixa
expressao de linfocitos Treg. [52][56]

Evidéncias de alguns estudos associam uma expressdo elevada de TLR2 ao CCR,
por isso, para alguns autores a utilizacdo de agonistas para o seu tratamento ndo é
indicada. [55]

Sob diferentes condicGes experimentais, os sinais despoletados pelos TLRs2
podem agravar ou atenuar a inflamacéo intestinal. [56] Desta forma, estas observacoes
devem ser consideradas de forma a serem possiveis novas abordagens profiléticas e de
tratamento para o cancro. [54]

Embora os agonistas dos TLR tenham numerosas aplica¢cbes como adjuvantes na
vacinacdo profilatica contra doengas infeciosas e na imunoterapia do cancro, o forte
ambiente imunossupressivo dos doentes com cancro ou com infe¢des crénicas pode
limitar o desenvolvimento de tais imunoterapias. [53] Conformemente, a deplecdo de
linfécitos Treg em ratinhos aumenta a imunidade especifica tumoral e melhora a
sobrevivéncia apds a inducao do tumor. [53] Assim, a modulacdo dos linfécitos Treg pode
representar uma estratégia atrativa para reforcar a eficacia da vacinagdo contra agentes

patogénicos ou contra células cancerosas. [53]

5.1.2 Agonistas do TLR4

Os agonistas dos TLR4 podem ter aplicacGes imunorreguladoras como adjuvantes
em vacinas e no tratamento de infe¢fes virais cronicas e na terapia do cancro. [45]
Existem varios ensaios clinicos com ligandos dos TLRs4 entre 0s quais se encontram 0s
direcionados a terapéutica do CCR. [45]

Os LPS foram o primeiro produto microbiano identificado como um potencial
agonista dos TLRs4 e o primeiro a ser implementado em aplicagdes terapéuticas. [46] Os
LPS apresentam elevada toxicidade uma vez que induzem a producdo excessiva de
citocinas inflamatorias. [45] No entanto, foi provada a seguranca da administracdo de
doses reduzidas de LPS combinadas com ibuprofeno, evidenciando-se niveis mais

elevados de TNF-o e de IL-1 em todos os individuos. [45] Resultados positivos foram

41



também observados quando se combinaram LPS de Salmonella abortus equi com
ibuprofeno em individuos com CCR. [45]

No entanto é necessario ter em atencdo que nem todos os agonistas podem ser
aplicados no mesmo tipo de cancro. [45] Um dos agonistas do TLR4 aumenta o
comportamento inflamatério de células imunitarias, que demonstram utilidade numa
variedade de cancros em que se pretende ultrapassar a supressdo imunoldgica induzida
pelo cancro. [46] No entanto, isto pode néo ser Util no caso do CRC, onde se pretende que
0 TLR induza a sobre-ativacdo do sistema imunitario. [45]

Diversos aspetos da tumorigénese mediada pelo TLR4 necessitam de ser
esclarecidos antes de estabelecerem estratégias clinicas eficazes para prevencéo do CAC.
[59] Para além da contribuicdo direta da sinalizacdo do TLR4 epitelial para o
desenvolvimento neoplasico, a contribuicdo da sinalizacdo do TLR4 para a imunidade
antitumoral precisa também de ser avaliada, a fim de se estabelecer o tratamento para o
CAC. [59]

O tratamento direcionado a colite ulcerosa, uma estratégia de combinacdo de
compostos de aminossalicilatos, esteroides e agentes bioldgicos, tem revelado induzir a
sua remissdo. [59] No entanto, ndo apresenta eficacia quanto a diminuicdo do risco de
desenvolvimento de CCR. [59]

Estudos apontam para que o bloqueamento de algumas das etapas da ativagao do
TLR4 mediada pelos eixos COX-2-PGE2 e AR-EGFR possa ser vantajoso. [59] No
entanto, potenciais efeitos adversos devem ser tidos em conta uma vez que estas vias sdo
indispensaveis para o processo de reparacao apos uma lesdo da mucosa. [59] A utilizagdo
de antagonistas do TLR4 poderia reduzir a incidéncia do CAC em doentes com UC;
contudo, no caso de a colite se encontrar numa fase ativa, o0 processo de cura iria ser
atrasado. [59] Apenas uma profunda compreensdo dos mecanismos exatos que regulam a
integridade da mucosa durante a colite podera garantir o desenvolvimento de estratégias

eficazes de prevencéo e tratamento do cancro. [59]

5.1.3 Agonistas do TLR9
Pelo seu efeito na indugdo de mecanismos que, por sua vez, induzem a resposta
do hospedeiro contra o cancro, foi considerada a utilizagcdo de agonistas sintéticos para

ativagdo do TLR-9. [60] Assim, muitos agonistas do TLR-9, principalmente sob a forma
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de oligonucleotideos (ODNs) CpG, moléculas que mimicam as CpGs naturais, tém sido
desenvolvidos e explorados para o tratamento de tumores. [60]

Os ODNs-CpG de primeira geracdo podem ser subdivididos em trés classes
distintas com diferentes caracteristicas estruturais e com capacidades diferentes quanto a
inducdo de respostas imunes. [25] Os agonistas da classe A sdo fortes indutores da
secrecdo de IFNa pelas pDCs, mas fracos estimuladores dos LB. [25] Os agonistas da
classe B induzem uma forte ativacdo dos LB e das células NK e a secre¢do de vérias
citocinas, mas apresentam uma fraca estimulacdo da producdo de IFNa pelas pDCs.
[25][60] Os agonistas da classe C séo capazes de induzir uma forte ativacdo dos LB, bem
como uma elevada secrecao de IFNa pelas pDCs. [60]

Para além destes compostos, foram também desenvolvidos ODNs-CpG de
segunda geracdo. [60] Entre estes agonistas dos TLRs9, os oligonucleotideos
imunomoduladores (IMOs) destacam-se devido ao seu potencial em induzir respostas
imunes antitumorais. [60] De facto, sdo capazes de ativar diretamente as células efetoras,
tais como as células NK, e indiretamente, atraves dos linfécitos Th1, os linfécitos Tc. [60]
Para além disso, os IMOs aumentam a producdo de citocinas antitumorais e melhoram a
ADCC através da ativacdo de populacGes de células efetoras. [60]

A contribuicdo da sinalizacdo desencadeada pelo TLR9 para a imunidade
antitumoral encontra-se bem estabelecida. [60] O microambiente tumoral é caracterizado
pela presenca de varios tipos de células imunossupressoras, entre as quais se destacam as
células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSCs). [60] Niveis elevados de
MDSCs acumulam-se no tumor e nas suas proximidades, inibindo a atividade de LT e de
células NK. [60] Estudos recentes indicam que a administracdo direta nos tecidos
tumorais de ODNs-CpG pode reduzir a atividade imunossupressora das MDSCs
monociticas, pela diminui¢do da sua capacidade em suprimir a fungdo dos LT e pela
inducdo da sua diferenciacdo em macrofagos com capacidade tumoricida. [60]

Por outro lado, h4 um crescente conjunto de dados que demonstram que a
atividade agonista antitumoral do TLR9 ndo esta apenas relacionada com a modulagéo da
resposta imune. [60] Nos Gltimos anos, demonstrou-se que a sua atividade antitumoral é
também atribuivel aos seus efeitos diretos sobre o comportamento de células de cancro.
[60] Num estudo verificou-se que o TLR9 interage fisicamente com o EGFR e que o
tratamento com IMOs foi capaz de interromper esta interacéo, interferindo assim com a
sinalizacdo do EGFR e, subsequentemente, com o VEGF. [60] Uma combinacdo de
inibidores do EGFR com IMOs resultou numa inibicéo sinérgica da fosforilacdo da Akt
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e da MAPK, afetando assim as vias de sobrevivéncia e de proliferacdo em modelos de
cancro do célon e de cancro pancreatico. [60] Verificou-se também que atividade
antitumoral dos anticorpos monoclonais cetuximab e trastuzumab foi potenciada pela
capacidade do IMO em impulsionar a ADCC. [60]

Uma vez que os linfocitos Treg podem ser um obstaculo importante para a
imunoterapia antitumoral, tem surgido um grande interesse nos possiveis efeitos da
ativacdo de TLRs sobre a fungdo dos linfdcitos Treg. [82] As interacBes in vivo entre a
ativacdo do TLR9 e os linfdcitos Treg sdo extremamente complexas. [82] Para além disso,
s80 necessarios mais estudos sobre os efeitos que as diferentes vias de administracdo de
ligandos dos TLRs9 tém sobre os linfocitos Treg em humanos. [82] Em conjunto com as
evidéncias que sugerem que os linfécitos Treg contribuem para a supressao imune
observada em individuos com cancro, é também sugerido que a eficacia da terapia do
cancro com ODNs-CpG pode ser aumentada pela deplecdo ou inativacdo prévia de
linfocitos Treg. [82]

Os estudos realizados demonstram que € promissora a aplicacdo clinica da
ativacdo dos TLRs9 com ODNs-CpG para melhorar os resultados clinicos de vacinagédo
conta o cancro, da quimioterapia convencional, e de outras modalidades terapéuticas. [82]
A seguranca desta abordagem tem sido muito bom: a dose méaxima humana tolerada ainda
ndo foi identificada, ndo foi reportado um aumento clinicamente significativo na
toxicidade relacionada com a quimioterapia pela adicdo de ativacdo TLR9, e ndo houve
relatos definitivas a data de inducdo da doenca auto-imune sistémica de tratamento de
varios milhares de seres humanos com agonistas de TLR9. [82]

No entanto, os tumores dispdem de varios mecanismos de supressdo ou evasao
da imunidade antitumoral induzida pelas vacinas e ainda ndo se encontra esclarecido até
que ponto a ativacdo dos TLRs9 serd capaz de superar essas defesas. [82] Muito
provavelmente, serd necessaria a combinacdo de terapias sinérgicas de forma a ser

alcangado o potencial clinico completo desta abordagem. [82]

5.2 Farmacos anti-inflamatérios

Em resultado das evidéncias que apontam a inflamacdo como um contribuinte

significativo para o desenvolvimento do CCR, os farmacos anti-inflamatorios, tanto de
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origem natural como sintética, ttm vindo a adquirir importancia tanto no ambito da
prevencdo como no ambito do tratamento desta patologia. [74]

De facto, um numero substancial de resultados provenientes de estudos
epidemioldgicos, estudos de intervencédo e estudos em modelos animais indica que da
utilizacdo de anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) pode resultar a inibicdo do
desenvolvimento do CCR. [74][83] Os inibidores da iNOS tém também adquirido
importancia como farmacos anti-inflamatérios no CRC e noutros tipos de cancro. [74]

O desenvolvimento do CRC esta associado a um reduzido consumo de frutas e de
legumes e a um elevado consumo de alimentos ricos em gordura. [74] Evidéncias
epidemioldgicas apontam que alteragdes nos padrdes alimentares e nos padrbes de
atividade fisica induzem beneficios na prevencao de CRC. [74]

5.2.1 Farmacos anti-inflamatorios sintéticos

5.2.1.1 Anti-inflamatorios ndo esteroides

Todos os AINEs, incluindo os tradicionais farmacos ndo-seletivos e a subclasse
dos inibidores seletivos da COX-2, apresentam propriedades anti-inflamatérias,
analgeésicas e antipiréticas. [84] Os AINEs sdo um grupo guimicamente heterogéneo de
acidos organicos que compartilhnam determinadas acOes terapéuticas e efeitos adversos.
[84]

Os mecanismos pelos quais 0s AINEs exercem o seu efeito quimiopreventivo ndo
se encontram totalmente esclarecidos; no entanto, € postulado que atuam tanto em vias
dependentes da COX como em vias independentes da COX. [85] Nos mecanismos
dependentes da COX, a inibicdo da COX produz uma diminuicdo dos niveis de
prostaglandinas e dos seus derivados (prostaciclinas e tromboxano), levando a uma
diminuigdo dos processos envolvidos na proliferacdo celular. [85] Para além disso, estes
mecanismos também conduzem a um aumento no nivel de AA, o qual promove a
apoptose. [85] Por outro lado, evidéncias da existéncia de mecanismos independentes da
COX surgem, por exemplo, de estudos que demonstraram que os AINEs induzem a
apoptose em tecidos que ndo expressam esta enzima. [85] Estes mecanismos encontram-
se ainda sob estudo admitindo-se que podem envolver diferentes vias tais como a do NF-
kB, a via do recetor ativado por proliferadores do peroxissoma y (PPAR), a via da
transducéo de sinal Deltal/Notchl e a via que envolve a regulacéo positiva do gene NAG-
1, um membro da superfamilia do TGF-p. [83][85]
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N&o obstante, a acdo anticancerigena da maioria destes farmacos baseia-se na
inibicdo seletiva da atividade da COX-2, que, como referido anteriormente, estd associada
ao desenvolvimento e progressdo do CCR. [83] Algumas evidéncias indicam que a
utilizacdo regular dos AINEs diminui em cerca de 40% a 50% o risco de desenvolvimento
de CRC em doentes com Dlls. [21] Para além disso, o facto de se verificar que a utilizacdo
de AINEs resulta na reducdo da mortalidade relacionada com o CCR esporadico e na
regressdo de adenomas na FAP, contribui para a teoria de que os cancros do colén que
ndo resultam de uma complicacdo de DllIs sd@o também despoletados por um processo
inflamatdrio. [14][69]

Utilizando modelos animais de CCR pela administracdo de AOM, vérios
investigadores demonstraram que diversos inibidores da COX, tais como a indometacina,
0 piroxicam, o &cido acetilsalicilico (AAS), o ibuprofeno, o sulindac e o celecoxib
suprimem a carcinogénese. [74] No entanto, € de destacar que o efeito protetor dos AINEs
na progressdo do CCR parece ser também influenciado por caracteristicas moleculares
especificas de cada individuo. [17]

5.2.1.1.1 Acido acetilsalicilico

Varios estudos confirmam que a utilizacdo regular de AAS, durante um periodo
de dez a quinze anos, reduz, em cerca de 40% a 50%, o risco relativo de desenvolvimento
de cancro do colon. [14][64] Novas evidéncias indicam que o AAS melhora a
sobrevivéncia de doentes com CCR em fase I, Il e 111, o que permite estabelecer os AINEs
como agentes terapéuticos e ndo apenas como agentes preventivos. [14]

O AAS difere dos outros AINEs devido a sua capacidade em acetilar de forma
irreversivel a COX-2 e direcionar a atividade desta enzima para a produgéo de acido 15R
hidroxieicosatetraenoico (15R-HETE), um substrato para a 5-LOX. [86] Este processo
resulta na sintese de 15-epi-lipoxina As (15-epiLXAs), também conhecida como lipoxina
desencadeada pelo AAS (ATL). [86] A 15-epiLXA4 apresenta fun¢Bes semelhantes as
lipoxinas produzidas naturalmente pela 5-LOX. [74]

Pelo facto de o AAS ser um dos AINEs mais comummente consumidos,
representando um dos farmacos mais utilizados no mundo, muitos dos potenciais
participantes nos ensaios podem ja estar sob um plano terapéutico que inclui o AAS, como

é 0 caso da prevencéo de eventos cardiovasculares. [72][87] E em consequéncia de dados
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controversos quanto a relacdo entre a eficacia, dose e duracdo da exposi¢do ao AAS que
se torna bastante dificil a o estabelecimento de determinada terapéutica. [72]

O celecoxib e rofecoxib possuem capacidade de inibigcdo da atividade da COX-2
acetilada e da sintese da molécula anti-inflamatdria 15-epiLXAu4; por conseguinte, quando
combinados com o AAS, o risco de ocorréncia de danos na mucosa gastrica €
significativamente aumentado. [86] Estas interacfes ndo foram observadas apos a
administragdo do celecoxib e do rofecoxib com um novo derivado de &cido
acetilsalicilico, o NCX 4016. [86]

5.2.1.1.2 Indometacina

Uma vez que a indometacina apresenta toxicidade gastrointestinal, num modelo
de carcinoma induzido por AOM, foi desenvolvido e testado um derivado potencialmente
menos toxico, a NO-indometacina. [74] Em oposicdo aos AINES convencionais, 0s
AINEs que libertam o monoxido de azoto (NO-AINES) parecem estar isentos de efeitos
adversos apreciaveis, retendo os beneficios originais. [74] Verificou-se que a NO-
indometacina suprimiu significativamente a multiplicidade e incidéncia de tumores
induzidos pelo AOM, sendo que esta capacidade foi relacionada com a supressdo da
COX, da iNOS e dos niveis de p-catenina. [74] Desta forma, os NO-AINEs parecem ser

agentes promissores na quimioprevencao. [74]

5.2.1.1.3 Sulindac
A maioria dos ensaios clinicos relativos a um tratamento de longa duragcdo com
sulindac em doentes com PAF revelou uma reducdo no nimero e no tamanho dos
adenomas. [74] Num estudo em que se utilizou um modelo animal, verificou-se que o
sulindac desempenhou uma funcao inibitdria da formacéo de cancro do cdélon, tanto na
fase de iniciacdo como na fase pos-iniciagdo. [74] Estes dados sugeriram que esta inibi¢ao

se deveu a efeitos moduladores sobre 0 metabolismo do AA. [74]

5.2.1.1.4 Celecoxib
A inibicéo seletiva da COX-2 pelos coxibes tornou-os alvo de investigacdo para

aplicacdo na terapéutica preventiva por minimizarem os efeitos secundarios, tais como a
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toxicidade gastrointestinal, observada pela inibicdo da COX-1. [85] Varios estudos em
que se utilizaram modelos de FAP ou modelos de cancro do célon em ratos knockout para
a COX-2, indicaram que os inibidores seletivos da COX-2 impediram a formacdo de
adenomas intestinais. [74]

Embora a introducdo dos coxibes tenha revelado sucesso quanto a reducdo da
toxicidade gastrointestinal, devido a sua alta seletividade para a COX-2, foram associados
efeitos negativos no sistema cardiovascular, tais como 0 aumento do risco de ataque
cardiaco e o aumento do risco de acidentes vasculares cerebrais. [74][14]

Pelo facto de estar menos associado a efeitos cardiovasculares adversos, o
celecoxib foi apontado como 0 mais adequado a ser objeto de estudo para a prevencéo e
tratamento do cancro. [74] Em adicgdo, surgem também evidéncias de que a utilizacao de
pré-farmacos do celecoxib com ativacao especifica no célon pode ser uma estratégia para

reduzir os efeitos toxicos e melhorar as propriedades farmacoldgicas. [87]

5.2.1.2 Inibidores da iNOS

Uma vez que se considera que a producdo continua e crénica de NO esta associada
a inducdo do CCR, foi proposto o estudo da utilizacdo de agentes inibidores da iINOS
como agentes anti-tumorigénicos. [74] De facto, véarios estudos em modelos animais
revelaram que os inibidores da iINOS desempenharam um papel na inibicdo do CCR. [74]
Para além de terem sido avaliados individualmente, verificou-se que a combinacdo de
inibidores da iNOS com inibidores seletivos da COX-2 permitiu uma reducgéo das doses
a utilizar para obtencao dos efeitos protetores. [74]

No entanto, investigacdes mais detalhadas sdo necessarias tanto para uma melhor
compreensdo do papel do NO durante a inflamagdo, como também para o subsequente

desenvolvimento de inibidores da iNOS para a prevencéo e tratamento do CCR. [74]

5.2.2 Farmacos anti-inflamatorios naturais
5.2.2.1 Curcumina
A curcumina é um dos curcuminoides extraidos do acafrdo. [74] Admite-se que
esta molécula atua pela regulacao negativa da COX-2, da 5-LOX, da iNOS e da produgéo
de citocinas pro-inflamatdrias, tais como o TNF-o, a IL-1, a IL-2, a IL-6, a IL-8 e a IL-
12, pela inativagdo da via do NF-kB. [74][83] E também atribuida a esta molécula a
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capacidade de modificar a atividade dos LT e dos LB. [83] Embora em modelos animais
sejam bastante evidentes as propriedades anti-inflamatdrias e antitumorigénicas da
curcumina, os resultados dos ensaios clinicos de avaliacdo da farmacocinética, do
metabolismo e da biodisponibilidade sistémica em individuos com cancro sao
inconclusivos. [74] Desta forma, estudos em desenvolvimento pretendem sintetizar
compostos analogos & curcumina que apresentem maior eficiéncia e menor toxicidade de

forma a possibilitar a aplicagéo no tratamento e prevengdo do CCR. [83]

5.2.2.2 Resveratrol

O resveratrol, um composto fenolico presente nas uvas e nas suas sementes, tem
sido também associado a um papel quimiopreventivo no cancro. [83] Varios estudos
apontam para uma funcao de inibicdo de mecanismos celulares, tais como a producéo de
PGEZ2, associados a iniciacdo, promog¢do e progressdo do desenvolvimento do cancro.
[74] No entanto, apesar das evidéncias apontarem que o resveratrol tem propriedades
potencialmente preventivas e terapéuticas, uma avaliacdo mas aprofundada sobre tanto a

dose como a eficacia clinica no CCR é necessaria. [74]

5.2.2.3 Diosgenina

A diosgenina, uma saponina esteroide natural, apresenta diversas propriedades
bioldgicas. [74] Diferentes estudos em modelos animais sugerem que esta molécula é
detentora de marcadas propriedades anti-inflamatdrias e antitumorigénicas que a tornam
ideal para uma investigacdo mais aprofundada das suas fun¢es moleculares em ensaios

clinicos humanos. [74]

5.2.2.4 Triterpenoides

Os triterpenoides, isolados a partir de varias plantas medicinais, tém sido
estudados pelas suas propriedades anti-inflamatérias, antitumorais e imunomoduladoras.
[74] No intestino, estes compostos sdo convertidos em metabolitos que s&o integrados nas
membranas das células intestinais, sdo absorvidos e levam a modulacdo de vias de
sinalizacdo. [74] Estas moléculas inibem a expressdo de genes inflamatdrios tais como o0s

que codificam a COX-2, a iNOS e varias citocinas inflamatorias. [74] Os resultados de
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varios estudos suportam os efeitos quimiopreventivos dos triterpenoides no CRC e
sugerem que deve ser realizada uma analise aprofundada destes agentes em ensaios
clinicos de forma a avaliar a farmacocinética, biodisponibilidade e funcgdes

antineoplasicas. [74]

5.2.2.5 PUFAs ®-3

Estudos epidemioldgicos, experimentais e clinicos fornecem evidéncias que
suportam que os PUFAs ®»-3 podem desempenhar um papel inibitorio durante as
diferentes fases do CCR. [74]

Em geral, trés mecanismos principais sdo associados ao papel desempenhado
pelos PUFAs ®-3: alteracdo da composicdo fosfolipidica da membrana celular e da
funcionalidade do microdominio lipidico; competicdo com os PUFAs ®-6 para as
enzimas de metabolizacdo e subsequente producdo de mediadores eicosandides bioativos;
e, por ultimo, modulacéo da sinalizacdo intracelular e a ativagdo do NF-«xB. [69]

De um conjunto de oito estudos clinicos de suplementacdo com PUFAS ®-3, seis
relataram efeitos protetores. [74] Verificou-se que a suplementagédo oral com PUFA ®-3
de individuos com historia prévia de adenomas colorretais esporadicos resultou numa
reducdo de 13% a 70% na proliferacdo de células epiteliais do intestino em relacdo ao
grupo placebo. [74] Estudos de xenoenxertos de cancro do colon revelaram efeitos
protetores consistentes (40% a 60% de reducdo no tamanho de xenoenxerto) em ratinhos
suplementados com PUFAs ®-3, em comparacdo com ratinhos ndo tratados. [74]
Resultados semelhantes foram também relatados em estudos com aloenxertos de CRC.
[74]

As resolvinas, as lipoxinas e as protectinas, mediadores lipidicos anti-
inflamatdrios derivados do EPA e do DHA, tém vindo a adquirir importancia pelas suas
funcBes antineoplésicas. [74] A acetilacdo da COX-2 pelo AAS na presenca de EPA
resulta na formagéo de 5,12,18R-tri-hidroxi-EPA (18R-RVEL). [74] Vérios sdo o0s estudos
gue apontam para o papel anti-inflamatorio desta resolvina. [74]

Num modelo de colite induzida por DSS foi evidenciada a diminuicdo da
expressao de lipoxina As (LXAs). [74] Efeitos protetores de andlogos da LXA4 foram
observados em modelos de colite induzida por DSS e por outros agentes quimicos em
animais. [9][74] Os efeitos protetores destes andlogos sdo atribuidos aos efeitos
inibitorios sobre as vias de sinalizacdo pré-inflamatérias mediadas pela ligacdo aos
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recetores da LXAa. [74] A 15-epi-LXAs4, formada na presenca de acido acetilsalicilico,
representa um dos mecanismos dos efeitos terapéuticos do AAS. [74] As funcdes anti-
inflamatorias destes mediadores lipidicos sugerem uma potencial estratégia terapéutica
quimiopreventiva para doengas relacionadas com a inflamacéo, como o CCR. [74]

Atualmente, a dieta ocidental tipica apresenta um racio de PUFAs n-6/n-3 de 15:1,
em vez do recomendado 3:1. [86] O aumento do consumo de alimentos ricos em EPA e
DHA, tais como o peixe e 0s 6leos de peixe e de algas, podem reduzir a inflamac&o e, por
conseguinte, o desenvolvimento de CRC. [74][69] Surgem também evidéncias de que
alteracdes nutricionais relativas a composicao dos acidos gordos podem resultar num
aumento da sensibilidade a quimioterapia e radioterapia e a diminuicdo dos efeitos
colaterais indesejaveis. [69]
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VI. CONCLUSAO

A existéncia de uma relacédo entre a inflamacéo e o desenvolvimento de cancro
encontra-se claramente estabelecida, verificando-se que mesmo a progressdao do CCR
associado a mutagdes genéticas € afetada pela inflamacdo. Inumeros dados
epidemioldgicos, clinicos e experimentais suportam esta associacdo. No entanto, 0s
mecanismaos responsaveis por essa associacdo nao estao totalmente esclarecidos.

O desenvolvimento de uma resposta imune eficaz implica que as células do
sistema imunitario comuniquem entre si através da secre¢do de mediadores soluveis e da
interacdo célula-célula direta. No entanto, embora certas respostas imunes possam
proteger o hospedeiro, outras podem promover a iniciacao ou progressdo do cancro.

Considerando a heterogeneidade do comportamento do CRC existente nos
diferentes individuos e as complexas interacGes entre as células tumorais e as células do
sistema imunologico no microambiente tumoral, torna-se um desafio definir o papel de
cada tipo de célula imune e de cada mediador inflamatorio na promocao ou eliminagédo
do cancro. Assim, é necessaria precaucdo ao avaliar a contribuicdo de cada um destes
componentes para a biologia do cancro, uma vez que estes podem mesmo desempenhar
funces diferentes durante diferentes estadios de desenvolvimento tumoral.

Das evidéncias do envolvimento dos TLRs no processo de crescimento e
progressao tumoral impOs-se uma nova abordagem imunoterapéutica. Atualmente varios
analogos dos TLRs encontram-se sob investigacdo para aplicacdo no tratamento do CCR.
No entanto, em resultado do incompleto esclarecimento de todos os mecanismos que sao
inerentes a estas vias, ndo existe coeréncia quanto a sua verdadeira contribuicdo para
terapéutica.

A quimioprevencdo, uma abordagem que corresponde a utilizacdo de agentes
quimicos de forma a bloquear, inverter ou retardar o desenvolvimento do cancro, tem sido
alvo de investigacdo quanto a sua utilizagdo em situacbes de CCR.

Evidéncias de varios estudos sustentam o papel positivo dos farmacos anti-
inflamatorios, particularmente os AINEs, como inibidores do desenvolvimento do CRC.
No entanto, dados concretos em relagdo ao seu impacto na mortalidade associada ao CCR
séo ainda desconhecidos. Tanto a duragdo do tratamento como a posologia a instituir para
se verificarem os efeitos terapéuticos desejados permanecem desconhecidos; para além
disso, o perfil de seguranca destes farmacos precisa de ser avaliado uma vez que lhes

estdo associados alguns efeitos adversos consideraveis. Deste modo, emerge a
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necessidade da realizacao de investigacdes que permitam o desenvolvimento de analogos
ou derivados destes farmacos que proporcionem um melhor perfil de seguranga, sem
detrimento das propriedades benéficas, e que permitam o estabelecimento de planos de
terapéuticos bem definidos.

Para além destes agentes sintéticos, outras moléculas bioativas naturais tém sido
estudadas quanto ao seu potencial contra 0 CCR. Muitos destes agentes sdo bem tolerados
e podem funcionar como alternativa ou como adjuvantes a compostos sintéticos.

A cada investigacdo que se realiza acerca desta tematica, novas condicionantes
parecem surgir. De facto, verifica-se que existe uma necessidade em esclarecer quais 0s
mecanismos que estdo por tras de alguns dos resultados que se obtém. Em todo o caso, a
combinacdo de diferentes terapias parece ser a abordagem mais promissora para que

sejam atingidos os beneficios pretendidos.
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