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Resumo

Este trabalho pretende ser uma revisdo exaustiva da literatura sobre o papel dos anti-
inflamatdrios nao esteroides no tratamento de neoplasias.

Os anti-inflamatdrios ndo esterdides tém sido utilizados ao longo dos tempos para o
tratamento da dor e da febre sendo que as propriedades analgésicas e anti-piréticas acrescenta-se um
marcado efeito anti-inflamatorio. Estas caracteristicas resultaram na ampla utilizacdo dos farmacos
desta classe.

Tém sido descritos, para além daqueles efeitos terapéuticos mais comuns associados aos
anti-inflamatorios ndo esterdides, outros que apontam para que possam exercer um papel importante
no tratamento de neoplasias.

E hoje conhecido que diversos tipos de tumores expressam ciclooxigenase-2 em quantidade
significativa, o que aponta para um papel potencial desta enzima no desenvolvimento tumoral.
Além disso, niveis elevados de prostaglandina E2 parecem poder contribuir para o crescimento dos
tumores. Apesar do grande desenvolvimento do conhecimento nesta area, muito ha ainda por
esclarecer.

Assim, neste trabalho pretende-se analisar a relacdo entre o processo inflamatério e o
desenvolvimento de neoplasias e de que forma a utilizacdo de anti-inflamatérios pode constituir
uma estratégia terapéutica (preventiva ou curativa) e mais especificamente o papel da cascata do
acido araquidonico.

Pretende-se ainda rever estratégias terapéuticas alternativas, envolvendo outros alvos

terapéuticos e refletir sobre o valor clinico das mesmas.

Palavras-chave: anti-inflamatérios ndo esterdides, cancro, ciclooxigenase 2, inflamacéo,

prostaglandinas

Abstract

This dissertation is intended to be an exhaustive review of the literature about the role of
non-steroidal anti-inflammatory drugs in the treatment of neoplasms.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs have been widely used throughout history for the
treatment of pain and fever considering that allied to the analgesic and antipyretic effects this class
of drugs are potent anti-inflammatories.

It has been considered that beyond their more usual therapeutical effects this drugs could

potentially be used to combat neoplasms. It is known that different types of tumors highly express
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the cyclooxygenase-2 which has led to believe that this enzyme plays a key role in tumor
development. Furthermore, elevated levels of prostaglandin E2 may enhance tumor growth.
Although the knowledge in this area is already abundant there is still much more to be discovered
and clarified.

Therefore, this work intends to analize the connection between the inflammatory process
and the development of neoplasms and how the use of anti-inflamatory drugs can work as a
therapeutical strategy and more specifically the role of the araquidonic acid pathway.

One of the goals of this work is also to review and reflect about the value of alternative

therapeutic strategies, involving different targets.

Keywords: non-steroidal anti-inflammatory drugs, cancer, cyclooxygenase-2, inflammation,

prostaglandin



Introducéo

O processo inflamatoério é uma resposta natural do organismo face a um estimulo nocivo,
sendo que se divide em 3 fases: fase aguda, que se caracteriza por uma vasodilatagdo local
passageira e aumento da permeabilidade capilar; fase subaguda onde se d& a infiltracdo de
leucdcitos e células fagociticas; e, fase proliferativa crénica em que ocorre degeneracao tecidual e
consequente fibrose [1].

Como resposta a um determinado estimulo pode haver ativagdo de uma enzima existente na
membrana celular, a fosfolipase A2 [2]. Esta enzima liberta o &cido araquidénico (AA) da
membrana fosfolipidica que é depois metabolizado em eicosanoides. A sintese de prostanoides —
prostaciclinas, prostaglandinas e tromboxanos — € conseguida através de um complexo de enzimas
microssomais geralmente conhecidas como ciclooxigenases [1].

Existem duas isoformas principais desta enzima. A COX-1 que é expressa de forma
constitutiva na maioria dos tecidos e a COX-2 cuja expressao é induzida por citocinas, mediadores
inflamatdrios e fatores de crescimento. Enquanto que a COX-1 € responsavel pela manutencdo da
homeostase fisioldgica de diferentes 6rgaos e tecidos como por exemplo a citoprotecdo do epitélio
gastrico a COX-2 aparece como fonte de prostandides formados durante o processo inflamatério
[3].

As prostaglandinas sdo libertadas como resposta a uma agressdo das células e os anti-
inflamatdrios ndo esterdides (AINES) normalmente inibem a sua sintese em todos os tipos de
células. No entanto a aspirina e os AINEs tradicionais geralmente ndo inibem a formag&o de outros
mediadores pro-inflamatorios como os leucotrienos que resultam da acdo da lipoxigenase sobre o
acido araquidoénico [1].

Os AINEs sdo uma classe de farmacos extremamente heterogénea e diversificada sendo que
as Unicas caracteristicas que possuem em comum sdo: a auséncia de uma estrutura esterdide e as
suas propriedades farmacol6gicas enquanto analgésicos, anti-piréticos e anti-inflamatérios [4]. Este
grupo de farmacos pode ser dividido em 2 grandes grupos que incluem um grupo de compostos ndo
selectivos e os inibidores selectivos da COX-2 [1].

Os AINEs tém sido utilizados ao longo dos tempos tradicionalmente devido as suas
inequivocas propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias. No entanto, nos Gltimos anos tém vindo a
aparecer inimeros estudos que apontam para um papel potencial dos AINEs enquanto
antineoplasicos e como agentes quimiopreventivos [5]. Esta propriedade parece estar aliada a um
papel importante de enzimas envolvidas na cascata do acido araquidonico e com o envolvimento de
prostaglandinas (PGs) no desenvolvimento tumoral. Estas evidéncias apontam para uma provavel

relacdo entre o processo inflamatorio e a progressdao de neoplasias, sendo que a PGE2 ¢é a



prostaglandina que esta associada com inflamacao, crescimento tumoral e metastizacéo [6].

A tumorigénese € um processo sequencial e multifactorial. Até & data o grande desafio no
tratamento e prevencdo do cancro consiste em identificar as multiplas interacfes celulares das vias
responsaveis pela proliferacdo de células malignas, sobrevivéncia celular, metastizacdo do tumor e
neo-angiogenese. Dentre os inimeros fatores envolvidos na progressdo tumoral, o AA e 0s seus
metabolitos tém recentemente gerado um interesse devido as evidéncias do seu papel de destaque na
biologia de tumores. A ideia de que a inflamacdo desempenha um papel a nivel da carcinogénese
advem de estudos epidemiologicos, indicando que o tratamento com AINEs reduz a incidéncia e
progressao do cancro [7].

Todos estes estudos assentam na premissa de que, sendo que os AINEs atuam em pontos-
chave da cascata do &cido araquiddnico, bloqueando a producédo de prostaglandinas, é possivel que
esta classe de farmacos possa ser utilizada enquanto anti-cancerigenos.

A pertinéncia deste trabalho centra-se no facto de que apesar da intensa investigacao
realizada nesta area e dos inimeros recursos ja aplicados o cancro continua a ser a segunda causa de
morte prematura no mundo e sdo diagnosticados 5 milhdes de casos novos todos 0s anos s6 na
europa e Estados Unidos da América. H&4 uma tendéncia para a incidéncia de certos tipos de cancro
aumentar devido ao aumento da esperanca média de vida e consequente envelhecimento da
populacdo. Por isso é cada vez mais premente a necessidade de se encontrar estratégias eficazes e
de baixo custo para a prevencdo do cancro [8]. O cancro constitui uma doenca com um impacto
economico incrivel a nivel dos sistemas de saude sem falar no custo emocional desta doenca tanto a
nivel do proprio doente bem como da familia. Tendo em conta que certos AINESs tém sido utilizados
ja ha mais de um século para o tratamento de afe¢des mais comuns como a febre e a inflamacéo
seria interessante pensar que farmacos que tém estado disponiveis ha tanto tempo possam agora ser
usados para 0 combate a uma doenca que apesar de intensamente investigada continua a afetar
milhdes de pessoas no mundo inteiro.

O intuito deste trabalho prende-se entdo com analisar qual a relagdo entra a inflamacéo, e
mais especificamente o papel da cascata do acido araquiddnico, no processo da carcinogénese.
Esclarecendo quais os diferentes mecanismos envolvidos no efeito anti carcinogénico dos AINEs.
Sendo que a mestastizacdo continua a ser uma das consequéncias mais graves da progressao
tumoral € também de interesse analisar de que forma as prostaglandinas servem de mediadores
neste fendmeno e de que forma se pode recorrer aos AINEs com o intuito de bloquear a propagacéo
de metéstases. O sistema imunitario continua a constituir um dos mecanismos de defesa mais
eficazes que 0 nosso organismo possui no combate ao cancro. Como tal, um dos primeiros passos
da progressé@o tumoral centra-se na inutilizacdo das nossas células de defesa. Seguindo esta linha de

pensamento, tém vindo a surgir inimeros estudos que apontam para um papel potencial dos AINEs
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na imunidade de tumores. E possivel que estes possam ser utilizados de forma a estimular 0 nosso

sistema imunitario de forma a combater a progressdo das células malignas.



A cascata do acido araquidonico e o papel da prostaglandina E2 no processo inflamatério

No ser humano, o &cido araquidénico (AA) é libertado na sua maioria a partir das
membranas fosfolipidicas, pela acdo de pelo menos uma destas enzimas: fosfolipase A, (PLA),
fosfolipase C e fosfolipase D [7]. Esta familia de enzimas catalisa a hidrdlise dos fosfolipidos da
membrana, libertando 4acidos gordos livres, incluindo o é&cido araquidénico, dos lipidos
membranares [9]. No entanto, destas enzimas, a PLA, parece ser a Unica fosfolipase capaz de
libertar 0 AA numa reacdo direta e por isso, é considerada como sendo a enzima de maior
relevancia, no que diz respeito ao metabolismo do AA [9]. Ap6s ser mobilizado a partir dos
fosfolipidos da membrana celular, o acido araquidonico pode ser metabolizado em varias classes de
lipidos biologicamente ativos, chamados de eicosandides, por diferentes enzimas tais como, a
ciclooxigenase (COX), lipoxigenase (LOX) ou epoxigenase P450 (Figura 1). O AA também pode
ser obtido a partir da clivagem do diacilglicerol que é um produto minoritario do metabolismo do

acido linoleico [9].
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Da via das LOX obtém-se diversos metabolitos que incluem, os leucotrienos, as lipoxinas e
as epoxinas [10]. A via das COX produz prostaglandinas G2 e H2, sendo que esta ultima é
posteriormente convertida noutras prostaglandinas (PGs) [11]. A partir da via das COX obtém-se
uma variedade de prostanoides, incluindo: prostaglandina E2 (PGE?2), prostaglandina D2 (PGD2),
prostaciclina 12 (PGI2), prostaglandina F2oa (PGF2a) e tromboxano A2 (TXA2) [12]. Os
prostanoides tém sido amplamente estudados nos ultimos anos devido ao seu papel numa série de
condi¢es patoldgicas, incluindo, inflamacéo, trombose, artrite, aterosclerose e cancro [13].

Atualmente conhecem-se 3 isoformas da COX: COX-1, COX-2 e COX-3 [14]. As COX-1e
COX-2 sdo responsaveis pela sintese de PGs e por isso também sdo conhecidas como
prostaglandina-endoperdxido sintase ou prostaglandina H sintase [15]. A COX-1, codificada pelo
gene PTGSL, é expressa de forma constitutiva na maior parte dos tecidos dos mamiferos e parece
ser responsavel por regular funcdes fisioldgicas normais, incluindo a manutencdo da homeostasia
vascular, mediador de respostas alérgicas e imunoldgicas, e estimulacdo da producdo de mucosa
gastrica [16]. A COX-2, codificada pelo gene PTGS2, cuja expressao constitutiva € largamente
restrita aos rins bem como a areas do sistema nervoso central, pode ser induzida de forma transitoria
por estimulos pro-inflamatdrios, fatores de crescimento, citocinas, e promotores tumorais, de forma
a aumentar a taxa de formacdo de PGs como resposta a estes estimulos [17]. O gene PTSG2
encontra-se frequentemente sobre-expresso em células cancerigenas, e tem-se observado que existe
uma relacdo entre niveis elevados de expressdo da COX- 2 e 0s processos de mutagénese e
angiogénese [18]. A COX-3 é uma variante da COX-1 que é obtida por splicing alternativo® [9].
Também codificadas pelo gene PTSG1, as proteinas COX-3 retém um intrdo e uma mutacdo
frameshift, o que faz com que estas proteinas sejam ndo funcionais no humano e nos ratos [9].
Apesar de a COX-3 estar maioritariamente presente no cérebro e medula espinal, as suas fungdes
precisas ainda estdo por esclarecer [11].

Tanto a COX-1 como a COX-2 tém a capacidade de oxidar AA em PGG2, um endoperoxido
relativamente instavel, que é subsequentemente reduzido em PGH2 [20]. Uma vez sintetizada, a
PGH2, é rapidamente convertida em prostanoides através da acdo de diferentes sintases (PGDS,
PGES, PGFS, PGIS e TXAS, respetivamente) (Figura 2). APGH2 ¢ entdo convertida em diferentes
prostaglandinas, incluindo PGE2, que induz a febre e estimula a producdo de muco gastrico,
reabsorcdo éssea e contragdes uterinas; a PGD2 que medeia vasodilatagdo, resposta alérgica, e
diminuicdo da temperatura corporal; prostaciclina (PGI12), que induz vasodilatacdo e inibe ativacao
das plaquetas; e tromboxano (TXAZ2) que funciona em contraste a PGI2 e induz vasoconstri¢do e
agregacao das plaquetas [16].

[1] Splicing: processo bioldgico no qual pre-mRNA é convertido em mRNA funcional, ao haver excisdo dos intres e juncdo dos
exdes. Splicing alternativo: variagdo na composi¢do dos exdes do mRNA final [19].
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As enzimas COX sdo o alvo principal dos anti-inflamatérios ndo esterdides (AINEs). Ao
inibirem a producdo de PGs estes farmacos suprimem as vias que medeiam a inflamacéo, dor e
febre [9].

Os prostanoides normalmente atuam ao nivel do tecido onde sdo sintetizados, por um
processo mediado por um transportador de forma a ativar os recetores membranares, ou nalguns
casos podem interagir com recetores nucleares [9]. Existem cinco tipos de recetores membranares
dos prostanoides, altamente seletivos para cada substrato, denominados recetores P: EP, FP, DP, IP,
e TP (Figura 3). Os recetores membranares dos prostanoides sdo maioritariamente recetores
acoplados a uma proteina G [12]. Cada recetor é expresso de forma especifica em diferentes tipos
de células o que permite um controlo apertado das suas fungdes fisiologicas [21].
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Das varias funcdes de cada recetor, é de realgar o recetor EP2 que tem um papel importante
a nivel da tumorigénese e inflamacao. A PGE2 liga-se aos membros da familia de recetores EP, que
consistem em quatro isoformas (EP1-4) [22]. Os recetores EP sdo expressos de forma ubiqua na
maioria dos sistemas de 6rgdos [21]. Apos ligacdo aos recetores da-se uma cascata de transducéo de
sinais que modulam niveis intracelulares de cAMP e calcio que tém efeitos a varios niveis da
biologia das células [6]. Acoplado a formacdo ubiqua de PGE2, a ativacdo de recetores EP é
responsavel pela capacidade pleiotropica da PGE2 potencialmente ativar diversos efeitos biologicos
importantes para o desenvolvimento tumoral, incluindo proliferacdo celular, apoptose, angiogénese,
inflamac&o, e vigilancia imunoldgica em diferentes tipos celulares dentro de uma série de tecidos
[21]. Modelos animais KO demonstram que estes recetores tém um papel importante a nivel de
promoverem tumorigénese, angiogénese e linfoangiogénese em varios tumores e por isso podem ser
alvos farmacoldgicos interessantes [6].

A PGE2 € um lipido bioativo que estd envolvido numa série de efeitos bioldgicos
diretamente relacionados com cancro e inflamacao [15]. A PGE2 pertence a familia prostanoide dos
lipidos da subclasse dos eicosandides produzidos pela oxidacdo de &cidos gordos essenciais de 20

carbonos que sdo normalmente incorporados ha membrana dos fosfolipidos (Figura 4).



Trés sintases distintas contribuem para a sintese de PGE2 [23]. Estas enzimas compreendem
3 isoformas que sdo fortemente reguladas sob vérias condi¢bes e incluem duas isoformas
microssomais, a prostaglandina E sintase-1 microssomal (mPGES-1) e a prostaglandina E sintase-2
microssomal (MPGES-2), e uma isoforma citosolica, prostaglandina E sintase citosélica (CPGES)
[20]. A mPGES-1 é induzivel por citocinas pro-inflamatorias, e parece ser a isoenzima principal
envolvida na biossintese de PGE2 sob condi¢des inflamatoérias [20]. Adicionalmente, a mPGES1

tem sido relatada como estando sobre-expressa em Varios tipos de tumores e parece ser fundamental
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Figura 4 — Via biossintética da PGE2 [21]

para a angiogénese tumoral [20]. Observa-se frequentemente que a mPGES-1 e a COX-2 sdo
induzidas concomitantemente como resposta a varios estimulos pré-inflamatorios originando uma
elevacao transitoria dos niveis de PGE2 [21]. Por outro lado, a mPGES-2 e a cPGES sao expressas
de forma constitutiva e funcionalmente agrupadas com a COX-1 de forma a manter niveis basais de
PGE2 [21].



Por outro lado, os niveis de PGE2, também podem ser regulados pelo seu turnover
metabodlico [21]. Existem duas enzimas chave no catabolismo da PGE2. A 15-hidroxi
prostaglandina desidrogenase (15-PGDH) e a 15-ceto-prostaglandina-A 13-redutase (13-PGR), que
podem essencialmente anular a atividade biologica da PGE2 [12]. Pensa-se que especialmente, a
15-PGDH, possa desempenhar um papel importante na carcinogénese, uma vez que se observa uma
reducdo significativa da expressdo desta enzima em muitos cancros humanos, sugerindo um papel
provavel desta enzima enquanto supressor de tumores [21]. A resposta inflamatdria € um processo
complexo que envolve diferentes tipos de células e mediadores inflamatérios, no qual a PGE2 tem
um papel de destaque. No entanto, a PGE2 também possui propriedades imunossupressoras que
contribuem para a fase aguda da inflamacéo, facilita a regeneracdo tecidual e o retorno a
homeostasia. O que leva a pensar que as func¢Ges bioldgicas da PGE2 sdo especificas do tipo de
célula onde € expressa e do contexto no qual é produzida [21].

Durante a fase inicial da resposta inflamatoria, a PGE2 e outros prostanoides relacionados,
tais como a PGI2, atuam como vasodilatadores para facilitar o influxo de neutréfilos, macréfagos, e
mastdcitos através da corrente sanguinea levando ao inchacgo e edema no sitio da infecdo ou dano
tecidual. Além disso, a PGE2 estimula os nervos sensoriais de forma a aumentar a resposta a dor e
atua nos neuronios na area pré-éptica de forma a promover efeitos pirogénicos [21].

De forma paradoxal, a PGE2 exerce controlo sobre uma serie de mecanismos que levam a
resolugdo da inflamacdo e subsequente reparo tecidual. De facto, tem sido demonstrado que a
inibicdo farmacologica da COX-2 nas fases tardias da resposta inflamatoria interfere com a

recuperacdo total a nivel dos tecidos no figado, pulméo e célon [21].



Relacdo entre inflamacao e carcinogénese

Rudolf Virchow, no século 19, foi um dos primeiros a propor o papel da inflamagédo na
carcinogénese ao observar a presenca de infiltracdo de leucdcitos em tecidos neoplasicos [24].
Seguindo essa linha de pensamento, nos ultimos anos surgiram evidéncias que suportam a ideia de
que a inflamacdo € um componente importante na progressao tumoral uma vez que muitos cancros
tém origem a partir de locais de infegdo, irritacdo cronica e inflamacéo [17].

A carcinogénese ocorre em trés fases: iniciacdo, promocao, e progressao. A iniciacdo € um
processo irreversivel no qual ocorrem danos ao nivel do DNA, em células normais, ap0s estas
serem expostas a carcinogénios. A promog¢do é um processo reversivel que pode prolongar-se por
varias décadas, durante as quais se da a expensdo clonal duma célula iniciada de forma a originar
uma lesdo focal pré-neoplasica. A progressdo representa a Ultima fase da carcinogénese e é
irreversivel. Esta fase caracteriza-se pela acumulacdo de mutagcbes que levam a transformacdo dos
clones pré-malignos em lesGes malignas que possuem capacidades proliferativas, invasivas e
metastaticas [25].

Os eicosanoides, derivados dos acidos gordos insaturados, sdo mediadores solUveis que
exercem um papel chave na fisiopatologia de varias condi¢des patologicas, incluindo inflamacéo,
trombose e cancro. Sendo que os prostanoides derivados do AA através da via das COX assumem
um papel preponderante [23]. O aumento no interesse do papel dos prostanoides no contexto do
cancro advém de extensos ensaios epidemioldgicos que demonstram que a inibicdo das COX pelos
AINEs pode ser benéfica contra o desenvolvimento de neoplasias [26]. Sendo que a inflamacgéo
cronica tem sido relacionada com processos de transformacéo celular, sobrevivéncia, proliferacéo,
invasdo, angiogénese e metastizacdo [26]. A verdade é que tem sido observada uma sobre-expressao
de COX-2 juntamente com a elevada concentracdo de prostaglandinas, especialmente a PGE2, em
varias doencas com uma componente inflamatoria bem como no cancro [26,27].

Vaérios fatores fisicos e quimicos interagem com recetores presentes no exterior da
membrana plasmatica das células de forma a transmitir sinais para a sobrevivéncia, proliferacdo ou
morte celular. A transmissdo intracelular de tais sinais € mediada por vérias biomoléculas que
funcionam de forma sequencial sendo que se pensa que a desregulacdo dessas vias de sinalizacdo
intracelular possa promover o desenvolvimento de tumores [12]. A inflamacdo € um mecanismo
fisiolégico responsavel pela reparagédo dos tecidos e por isso parece ser contra-intuitivo considera-la
como responsavel pela oncogénese. No entanto, a inflamag&o possui esta dupla natureza com uma
vertente patolégica que pode promover varios aspetos da tumorigénese tais como proliferacdo

celular, migracao, angiogénese e apoptose [15].
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Papel das ciclooxigenases no desenvolvimento tumoral

Existem inumeras evidéncias que relacionam a COX-2 com a promogao e progressao de
tumores, verificando-se um aumento da expressdo desta enzima em tecidos tumorais, tanto em
modelos animais como em humanos, quando comparados com 0s restantes tecidos [28]. A PGE2
parece ter um papel especialmente relevante a nivel da carcinogénese uma vez que estimula a
proliferacdo, inibe a apoptose, e promove motilidade, invaséo e angiogénese das células tumorais
[28]. Apesar do papel de destaque da COX-2 parece que a COX-1 também participa no
desenvolvimento dos tumores [16]. Usando modelos animais e amostras de adenomas colorretais
humanos verificou-se que a COX-2 sé é expressa em pélipos com mais de 1 mm enquanto que a
COX-1 é expressa em polipos de qualquer tamanho, dando a indicar de que a COX-1 pode
desempenhar um papel importante a nivel dos estadios mais iniciais do cancro enquanto gque a
COX-2 parece ser essencial no desenvolvimento mais tardio [16]. Devido a estas evidéncias, tem-se
entdo sugerido que a inibicdo da expressdo da COX-2 provoque um efeito anti-cancerigeno,
suprimindo o desenvolvimento e invasdo das neoplasias [28]. Embora existam fortes evidéncias
sugerindo o envolvimento da COX-2 na iniciacdo tumoral, o papel da COX-1 ao nivel da
carcinogénese permanece pouco claro [9].

No contexto da carcinogénese a maior parte da atencdo recai sobre a COX-2 porque ao
contrario da COX-1, que é amplamente expressa, a sua presenca € restrita, em contexto ndo
patoldgico a um numero restrito de tipos celulares e tecidos, mas cuja expressdo se torna evidente
numa variedade de tipos celulares em tumores e tecidos inflamados [20]. S80 numerosos os
estimulos que tém a capacidade de induzir a COX-2 incluindo citocinas pro-inflamatérias,
promotores de tumores, fatores de crescimento, e hormonas [20]. Sabe-se que a sobre-expresséo de
COX-2 em células malignas esta relacionado diretamente com sinais ligados com a sobrevivéncia
celular tais como as funcdes autdcrinas ou paracrinas® de varias citocinas pré-inflamatérias para
ativar fatores de transcricdo tais como Jak3 (Janus kinase 3), transdutor de sinal e ativacdo da
transcricdo 3 (Stat3), fator nuclear kappa b (NF-kB), que funcionam como reguladores positivos da
progressdo das células cancerigenas [26]. Estas observacdes levaram entdo a ideia de que a

expressao de COX-2 esta associada a situacdes patoldgicas tais como o cancro [20].

[2] Sinalizagdo paréacrina: tem como alvo apenas as células que estdo na vizinhanga da célula emissora do sinal. Os
neurotransmissores sao um exemplo [29].

Sinalizacdo autdcrina: apenas afeta as células que sdo do mesmo tipo celular que a célula emissora. Um exemplo sdo
as células do sistema imunitario [29].
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E pouco provavel que, apenas a expressao aberrante das COX seja suficiente para iniciar um
tumor s6 por si, no entanto uma sobre-expressao destas enzimas é frequentemente associado com
alteracbes pré-malignas em vérios tecidos [9]. Adicionalmente ao seu papel no processo de
inflamacdo crénica, estudos imunoldgicos demonstraram que as PGs, produtos da via das COX,
especialmente a PGEZ2, interferem com mecanismos anti-tumorais do sistema imunitario,
especialmente ao nivel dos linfocitos T, controlando o crescimento de células com um potente efeito
supressor ao nivel do sistema imunitario [21]. Além disso, em tecidos onde a expressao do
citocromo P450 é baixa, as enzimas COX tém capacidade de oxidar uma quantidade significativa de
xenobidticos, produzindo muatgénios como produtos secundarios da sintese das PGs [9]. Estes
muatgénios enddgenos podem causar danos no DNA das células e atuar como iniciadores de
tumores [9].

Ao que parece a COX-2 ndo s6 promove 0 crescimento do tumor, mas pode também
provocar outras mudancas no tecido hospedeiro, tal como neovascularizagdo, de forma a auxiliar o
crescimento tumoral e consequente progressdo para outros 6rgdos [9]. O microambiente tumoral é
constituido por um grupo complexo de células, componentes da matriz extracelular, e moléculas
sinalizadores, incluindo fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas [21]. A medida que o tumor
cresce, este recruta diversos fatores que podem alterar a resposta imunitaria do hospedeiro em parte
explorando as propriedades imunomodeladoras da PGE2 [21]. Por exemplo, Holt et al.,
demonstraram que em ratos que apresentam tumores, a PGE2 suprime a citotoxicidade e producéo
de citocinas das células NK através da ativacdo de recetores EP4 [21]. Estes resultados sdo
suportados pela observacdo de que a inativacdo genética ou farmacoldgica da COX-2 reduz a

neovascularizagdo induzida pelo tumor [20].

Relacdo entre os recetores prostanoides e a tumorigénese

Pensa-se que 0s prostanoides também possam ser essenciais para a progressdo do cancro, e
concentragdes anomalamente altas de prostanoides, no microambiente celular, tal como PGE2,
produzido por tecidos ndo ou pré-malignos que sobre-expressam enzimas COX, pode afetar a
progressao do cancro e os resultados clinicos, tanto quanto uma sobre-expressdo enddgena de COX
[9]. Os recetores dos prostanoides estdo envolvidos em muitos processos patofisiologicos, e tém
sido ligados a varias doengas tais como inflamacdo, aterosclerose e cancro [9]. Por exemplo, sabe-
se que a PGE2 tem a capacidade de induzir o EP4, o que resulta numa metastizagdo das células de
cancro da mama que envolve um mecanismo que requer células exterminadoras naturais (NK) [9].
Tem sido demonstrado que as células NK expressam 0s quatro recetores EP, mas a ativacao

preferencial do EP4 pela PGE2 é responsavel pela inibicdo da migracdo destas células e secrecédo de
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citocinas, o que compromete as suas funcdes ao nivel do controlo da metastizacédo [9].

Estudos recentes tém demonstrado que a ligacdo da PGD2 ao recetor DP promove efeitos
inibitérios nas funcdes das células NK [9]. A importancia clinica consideravel desta prostaglandina
no cancro deriva do facto de que o DP é expresso em células NK humanas e a ativacdo deste recetor
pela PGD?2 leva a inibicdo dos efeitos citotdxicos e quimiotaticos e também a uma diminuicdo da
acumulacao de citocinas de tipo 1 [9].

Apesar dos diversos estudos que apontam para o papel potencial dos recetores prostanoides
no cancro, ainda esta por esclarecer quando e de que forma estes recetores prostanoides séo
recrutados durante a formacdo do tumor e consequente progressdo das células cancerigenas, e se
estes recetores podem ser um alvo de intervencéo para a prevencdo e tratamento do cancro [9].

Em combinagdo com a estimulagédo da formacéo de PGE2, os recetores EP s&o expressos de
forma aberrante em maultiplos cancros gastrointestinais (GI) [21]. No cancro colorretal, por
exemplo, o EP4 é o subtipo de recetores EP expresso de forma mais abundante nas células
cancerigenas, e 0s seus niveis costumam estar elevados durante a carcinogénese do colon [21].

E importante realcar que os recetores EP apresentam atividades funcionais altamente
especificas do tecido onde sdo expressas [21]. Por exemplo, tem sido demonstrado que o EP3 induz
a expressdo da metaloproteinase-9 e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em células
de carcinoma de Lewis no pulmdo, sugerindo a sua participacdo na angiogénese e metéstase
tumoral [21].

As vias de sinalizacdo downstream dos recetores EP consistem de moléculas de sinalizacao
canonicas acopladas a proteinas G tais como calcio, AMP ciclico, PI3K, vias de sobrevivéncia
celular, e reguladores de transcricdo (AKT, ERK, NF-kB, e beta-catenina) [30]. Véarios estudos
recentes sugerem que 0s recetores EP possam estar ligados as principais vias envolvidas no
desenvolvimento de cancro tal como angiogénese, apoptose, proliferacdo celular, metastizacdo, e
supressdo imune. Levando a indicar que os recetores EP sdo vitais na inflamacdo e oncogénese
mediadas pelo eixo COX-2/PGE2 [30].

Papel da prostaglandina E2 na inflamacéo e cancro

A prostaglandina E2 (PGE2) é um lipido bioativo que exerce uma panoplia de efeitos
bioldgicos associados com inflamacdo e cancro, incluindo proliferagdo celular, apoptose,
angiogeénese e vigilancia imunoldgica [21]. Assim sendo, a PGE2 é um fator relevante na biologia
tumoral [20].

Parece ser claro a relacdo entre a PGE2 e 0 processo inflamatério cronico e patogénese do

cancro [21]. O papel da PGE2 no desenvolvimento do cancro Gl €& mais proeminente,
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provavelmente devido a exposicdo constante a danos alimentares e ambientais e ao papel intrinseco
da PGE2 na homeostase tecidual gastrica [21].

No contexto do desenvolvimento do cancro, a PGE2 é geralmente considerada como
possuindo uma potente atividade promotora de tumores, promovendo 0 crescimento e a
sobrevivéncia das células cancerigenas [21]. O efeito protetor da aspirina e outros AINEs na
formacdo de tumores deve-se provavelmente devido a inibicdo de enzimas COX, o que se traduz
numa reducdo da sintese de metabolitos prostanoides, especificamente a PGE2 [21].

Papel das plaquetas na tumorigénese

Vaérios ensaios clinicos randomizados, demonstram que baixas doses de aspirina dadas
diariamente causam um efeito de quimioprevencdo contra aterotrombose e cancro colorretal (CCR),
0 que sugere que um aumento da ativacdo das plaquetas possa estar envolvido no desenvolvimento
das duas condi¢des patoldgicas [31]. Estas observacdes sdo consistentes com um efeito inibitério
seletivo da aspirina na atividade da COX-1, presente nas plaquetas, e no funcionamento das
plaquetas dependente de TXA2 [31].

Sabe-se que as plaguetas representam um elo importante entre a disfuncdo e/ou danos nos
tecidos e a resposta inflamatdria inicial, no entanto, uma ativacdo descontrolada das plaquetas
poderda traduzir-se em condicdes patoldgicas, tais como aterotrombose e cancro [31]. As plaquetas
ativadas podem ter um papel importante na progressao do tumor e metastizacao por libertarem
varios fatores que regulam o processo angiogénico e o crescimento celular [31]. Por exemplo, foi
demonstrado que, a Interleucina-1p (IL-1B) produzida pela interagdo das plaquetas com mondcitos,
contribui para a inducdo da COX-2 nestas células através dum mecanismo pds-transcricdo que
estabiliza 0 MRNA da COX-2 [31]. A formacdo de TXA2, um produto maioritario da COX-1 nas
plaquetas, promove a agregacdo plaquetaria e vasoconstricdo, representando um outro mecanismo

importante pelo qual as plaquetas podem afetar a tumorigénese [31].
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Mecanismos anticarcinogénicos dos Anti-inflamatérios N&do Esterdides

Estudos epidemiologicos tém sugerido que o uso regular de AINES esta associado com um
risco reduzido de varios cancros, e por isso tem-se relacionado o uso a longo prazo de certos AINEs
com uma diminui¢do na incidéncia e mortalidade de muitos cancros [32]. Pensa-se que 0os AINEs
possam ser agentes terapéuticos eficazes contra o cancro, no entanto, um uso regular de AINEs
pode levar a efeitos secundarios sérios a nivel dos sistemas Gl, renal e CV o que limita 0 seu uso
difundido com esta finalidade [23]. Varios ensaios in vitro e em animais tém demonstrado que 0s
AINEs podem diminuir a iniciacdo e/ou progressdo de varios cancros e pensa-se que este efeito se
deva a sua capacidade de inibirem a sintese de PGs a partir do AA pelas enzimas COX [32].

A base biologica que explica o efeito anticarcinogénico dos AINEs ocorre principalmente
por 2 mecanismos: a sua capacidade de induzir apoptose aumentando substancialmente os niveis de
acido araquidonico, precursor das PGs; e a sua acao inibitéria ao nivel das COX, enzima com papel

relevante no desenvolvimento de tumores (Figura 5).

Mecanismos dependentes das COX
- Diminuicéo das prostaglandinas
- Aumento do acido araquidénico

Aumento da apoptose, desregulacdo da
proliferacdo celular

AINEs e AAS

Mecanismos independentes das COX
- Via do NF-xB

- Via do PPAR

- Interferéncia na angiogénese

b Aumento da apoptose, desregulacdo da angiogénese

Figura 5 — Esquema dos mecanismos dos AINES, dependentes e independentes das COX [33]

Ainda ndo se percebe muito bem de que forma é que os AINEs atuam a nivel da prevencéao
do desenvolvimento de tumores no entanto, sabe-se que atuam através de mecanismos tanto
dependentes como independentes das COX [33].

Nos mecanismos dependentes das COX, a inibicdo destas enzimas leva a uma diminuigéo
nos niveis de PGs e outros prostanoides (prostaciclinas e tromboxanos), o que se reflete numa
diminuicdo dos processos envolvidos na proliferacdo celular. Consequentemente, estes mecanismos
levam a um aumento do nivel de &cido araquiddnico, o que promove apoptose. Sendo assim, €

provavel que os AINEs exercam um efeito pro-apoptdtico nas células cancerigenas [33]. A
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desregulacdo da apoptose (morte celular programada) é um passo importante no desenvolvimento
de neoplasias uma vez que provoca uma disrup¢do no equilibrio entre o crescimento e a morte
celular [34].

Alem disso, estudos experimentais tém demonstrado que os AINEs conseguem induzir
apoptose em tecidos que nao expressam as COX dando a indicacéo que esta classe de farmacos tem
a capacidade de atuar atraves de mecanismos independente das COX. Ainda ndo se percebe muito
bem de que forma estes mecanismos se processam mas pensa-se que possam envolver diferentes
vias bioldgicas incluindo fatores de necrose tumoral (NF-kB), os recetores ativados por proliferador
de peroxissomo (PPAR) e seus respetivos ligandos e pensa-se que também possam interferir com o
processo da angiogénese, mediada pela PGE2, fundamental para a progressdo do tumor [33].

Apesar de todas as evidéncias disponiveis sobre o efeito dos AINEs a nivel do
desenvolvimento tumoral, o uso de AINEs em profilaxia ndo € utilizado de forma disseminada
devido ao risco de ocorréncia de efeitos secundarios graves como por exemplo, hemorragia
gastrointestinal (aspirina) e efeitos cardiovasculares (coxibes) [33]. Uma alternativa para contornar
este problema seria a utilizacdo de outros compostos em combinac¢do com os AINEs de forma a
obter-se uma maximizacdo do efeito com uma reducdo da taxa de incidéncia de efeitos adversos.
Adicionalmente ainda se tem de estabelece a dose e a duragdo do tratamento. Falta no fundo avaliar
a relacdo risco/beneficio do uso de AINEs na profilaxia e tratamento das neoplasias e perceber se a
sua utilizacdo em doentes assintomaticos é ou ndo viavel [3].

Tem sido relatada uma maior eficacia na regressdo de tumores com a utilizacdo coxibes
quando comparados com AINEs ndo seletivos, isto deve-se provavelmente a sua maior afinidade
para a COX-2 uma vez que esta tem maior expressdo no desenvolvimento de tumores quando

comparada com a COX-1 [34].

Mecanismos dependentes das ciclooxigenases

Os AINEs inibem competitivamente as enzimas COX bloqueando a sintese de
prostaglandinas. Estes farmacos podem ser divididos em anti-inflamatérios ndo-esterdides
tradicionais e inibidores seletivos da COX-2. Até agora, os inibidores da COX tém demonstrado nédo
sO inibir a iniciacdo tumoral e progressdo acelerada, como também afetam preferencialmente as
ceélulas cancerigenas [9]. Uma vez que os resultados clinicos continuam a ser pouco claros e nalguns
casos até contraditorios € necessario esclarecer qual o0 mecanismo que faz com que os AINES sejam
capazes de reduzir a incidéncia e/ou mortalidade do cancro de forma a que seja possivel identificar
0s pacientes que poderiam potencialmente beneficiar desta terapia. Ou seja, em que €asos 0S

beneficios desta terapia se sobrepdem ao risco de efeitos secundarios [9].
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Os AINEs diminuem a sintese de PGs que sdo modeladores do crescimento celular, pela
inibicdo das COX que catalisam a conversdo do AA em PGs e outros eicosanoides [5]. As
propriedades anti-cancerigenas dos AINEs sdo atribuidas principalmente ao bloqueio de
mecanismos pré-inflamatorios mediados pela COX-2, que incluem os seus metabolitos tais como a
PGE2 [35].

Estudos recentes tém analisado o potencial dos efeitos antiproliferativos decorrentes da
inibicdo da funcdo da PGEZ2, considerado o metabolito oncogénico da COX-2, através do bloqueio
dos recetores eicosandides (EP) [30]. Uma vez que a inibicdo das COX acarreta sérios efeitos
adversos, comeca-se a investigar o potencial de se desenvolver antagonistas dos recetores
prostanoides. Uma vez que se atua a downstream das COX, na cascata inflamatdria, é possivel que
se consiga obter os mesmos efeitos benéficos no que diz respeito a intervencdo no processo
cancerigeno sem se desencadear os efeitos secundarios tipicos de uma inibicdo direta ao nivel das
COX[9].

Mecanismos independentes das ciclooxigenases

Os alvos principais dos AINEs sdo as enzimas COX que sdo responsaveis pela producdo de
PGs e desempenham um papel fundamental na manutencdo da homeostasia, sendo mediadores de
reacOes inflamatdrias, e promovendo tumorigénese [17]. No entanto, é possivel que efeitos
independentes das COX também possam desempenhar um papel importante na inibicdo do
desenvolvimento de cancro pelos AINEs, tais como inducdo da apoptose e supressdo da proliferacéo
[17]. Devido a intensa investigacao nesta area, nos Gltimos anos tem surgido imensa informacéo que
aponta para a existéncia de multiplos mecanismos pelos quais 0os AINEs exercem o seu efeito
anticarcinogénico. No entanto, certos mecanismos tém sido apontados como tendo maior relevancia
no que diz respeito ao efeito desta classe de farmacos na prevencao e tratamento do cancro. Dentre
estes mecanismos incluem-se o papel dos radicais livres a nivel da sinalizacdo redox e a inativacao

do fator nuclear kappa-B.

Via do Fator Nuclear Kappa-B

Em células eucarioticas, 0 NF-kB atua como um regulador da transcri¢do de genes que
controlam a proliferacdo celular bem como a sobrevivéncia, sendo considerado um fator de
transcricdo anti-apoptotico. Tem sido encontrado uma sobre-expressao deste fator na inflamacao e
cancro, considerando-se a ativacdo do NF-«kB um fenéomeno caracteristico de uma variedade de

tumores, sendo que a ativacgao desta via esta envolvida na etiologia da carcinogénese [36].
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A maior parte dos estudos apontam para a inibi¢cdo das COX na via da sintese das PGs como
sendo o principal mecanismo pelo qual os AINEs reduzem a inflamacédo e risco de cancro. Mas
existem evidéncias de que varios AINEs incluindo a aspirina, também inibem a ativacdo do NF-kB
e induzem a apoptose de células cancerigenas através dum mecanismo dependente deste fator [27].
A ativacdo do NF-kB é um mecanismo de sobrevivéncia chave das células pré-malignas uma vez
que pode bloquear a apoptose pela regulagdo de proteinas anti-apoptéticas. Além disso, o fator de
transcricdo NF-kB induz a expressdo de citocinas e quimiocinas que ajuda a manter um estado
inflamatdrio conhecido por contribuir para a iniciacdo da carcinogénese. Assim sendo, estudos
recentes apontam para a inibicdo deste via de sinalizacdo como sendo um mecanismo atraves do
qual os AINEs reduzem o risco de cancro por reduzirem inflamagéo e promoverem apoptose [27].

Num estado inativo, o inibidor do kB (IkB) mascara os sinais de localizacdo nuclear das
proteinas NF-kB e mantém-nas isoladas no citoplasma [36]. Em resposta a uma variedade de
estimulos, incluindo citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, ha a degradacdo do IkB primeiro
pela fosforilagio mediada pelo aumento da atividade duma cinase IkB (IKK) e depois por
ubiquitinacdo [36]. Uma vez ativado, 0 NF-kB sofre uma translocagdo para o nucleo onde se liga a
regido promotora dos seus genes alvo, envolvidos na inflamacéo, proliferacdo celular e apoptose o
que leva ao desencadear de certas respostas fisioldgicas, como por exemplo, uma resposta imune ou
inflamatoria [36]. Sabe-se que o celecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2 induz efeitos anti-
tumorais em Varios tipos de cancros pela inibi¢do da translocacéo nuclear do NF-«xB [14].

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) tem sido descrito como funcionando tanto como
promotor de tumores, quando expresso em quantidades razoaveis, mas podendo tornar-se num
supressor de tumores se presente em quantidades elevadas [24]. A sinaliza¢gdo do TNFa é regulada
pela ativagdo do NF-«kB, que serve como um fator de transcrigdo para mais de 200 proteinas
oncogenicas e relacionadas com a sobrevivéncia celular [24]. Também se tem observado que
quando se bloqueia a ativagdo do NF-kB, o TNFa aumentado funciona como uma citocina anti-
tumoral e ajuda a induzir apoptose entre as células [24]. Um estudo de Vaish et al. apoia o papel do
sulindac enquanto blogqueador da transcricdo nuclear do NF-xB e também propBe o celecoxibe
como inibidor da sinalizacdo do NF-kB [24]. Com a supressdo da ativagao do NF-kB nos grupos
onde houve co-administragdo de AINEs, os niveis elevados de TNFa atuam como supressores de
tumor. Esta inativacdo do NF-kB também podera ser atingida pelo aumento da ativagdo do PPARy
como tem sido observado noutros estudos [24]. Uma diminui¢do da sinalizacdo do NF-kB néo so
regula a expressao genética de varios fatores pré-inflamatérios mas também regula de forma
positiva a transcricdo de quimiocinas que desempenham um papel importante na sustentacdo da
resposta inflamatoria cronica ao recrutarem neutrofilos ao local da leséo [24].

Um dos genes regulados pelo NF-kB é o gene responsavel pela expressdao do iNOS [17].
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Esta enzima catalisa a conversdo de L-arginina em L-citrulina com a producdo de NO. O NO é a
espécie reativa de azoto responsavel por causar alteracfes na célula relacionadas com reacfes redox
[17]. O NO é um radical livre reativo que forma o radical nitroxilo com anifes superdxido que
podem danificar varias biomoléculas, como lipidos, proteinas e DNA levando a toxicidade celular
[17]. No entanto, baixas quantidades de NO podem estimular o crescimento celular e prevenir
apoptose, sendo que o NO também é um dos sinais extra celulares que regula a apoptose [17]. No
entanto, apoptose excessiva, causa atrofia nos tecidos, enquanto que uma quantidade insuficiente
resulta numa proliferacdo celular incontrolada, levando ao desenvolvimento de cancro [17]. Isto
pode ser fundamentado por agentes proliferativos como o Antigénio Nuclear de Proliferacdo Celular
(PCNA), que se sabe que é altamente expresso durante a carcinogénese [17]. O PCNA é
considerando um marcador positivo para a proliferacdo celular uma vez que é expresso no nucleo
das células durante a fase de sintese de DNA no ciclo celular [17].

Setia et Sanyal, realizaram um estudo onde exploraram os efeitos da indometacina e
etoricoxibe contra carcinogénese pulmonar em ratos, induzida por DMBA. Tentando estabelecer a
relacdo entre as COX, NF-kB, proliferacdo celular ¢ apoptose. Tendo sido obtidos os seguintes
resultados no grupo DMBA: 1) expressédo elevada de COX-2, NF-kB e PCNA ¢ niveis de ROS
diminuidos; 2) encontram-se alterados os parametros de stress oxidativo e potencial de membrana
mitocondrial; 3) aumento da proliferacdo e diminuigdo da apoptose, que pode ser explicado por
niveis baixos de ROS, iINOS e NO; 4) niveis de COX-1 equivalentes ao do grupo controlo [17].

Observou-se também que o tratamento com os AINEs referidos, tanto pré como pés inducao
dos tumores, melhorava estes efeitos repondo os niveis dos diferentes marcadores para valores
semelhantes aos do controlo e eliminavam a incidéncia dos tumores. Isto implica para a possivel
utilidade dos AINEs para a quimioprevencdo na tumorigénese pulmonar e a sua inibicdo e um

possivel uso de AINESs na pratica clinica [17].

Sinalizagéo redox

De uma forma geral, dentre as vias ndo relacionadas com as PGs tem-se discutido o
envolvimento de radicais livres em processos de sinalizacdo celular, chamados de sinalizacao redox
[17]. Estes podem danificar biomoléculas e levar a morte celular quando presentes em altas
concentragdes, enquanto que em baixas quantidades podem reagir com o DNA, resultando em
mutagfes que podem afetar adversamente o ciclo celular e potencialmente levar ao
desenvolvimento de malignidades [17].

Nestes radicais livres incluem-se espécies reativas de oxigénio e azoto (RONS), que levam a

stress oxidativo e sdo mediadores importantes do mecanismo anticarcinogénico dos AINES.
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Enquanto que uma oxidacdo moderada pode provocar apoptose, um stress mais intenso pode causar
necrose [17].

Nomeadamente os ROS possuem um papel importante no que diz respeito a sinalizacdo
celular e homeostase, regulando diversos eventos envolvidos na apoptose, diferenciacdo e ciclo
celular [37]. Também se sabe que conseguem acelerar a disfuncéo e despolarizacdo mitocondrial e
tem-se demonstrado que tumores resistentes a quimioterapia tém niveis diminuidos de ROS. Todos
estes dados sdo indicadores de que o stress oxidativo € um mecanismo de acdo chave para varios
agentes anti-cancerigenos incluindo os AINEs, devido a sua capacidade de induzir apoptose [38].

No entanto, um nivel moderadamente elevado de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode
iniciar uma sinalizacéo redox num crosstalk® molecular com os seus alvos, tais como a COX-2, NF-
kB, € iNOS, o que pode levar a morte celular [17].

Os ROS podem interagir com a via de sinalizacdo do NF-kB de varias formas. De facto, a
transcricdo de genes dependentes do NF-kB influencia o nivel de ROS na célula, e por sua vez, os
niveis de atividade do NF-xB também sdo regulados por niveis de ROS. Dependentes do contexto,
0s ROS podem tanto ativar como inibir a sinalizacdo NF-xB. Curiosamente, pensa-se que células
transformadas usem sinais ROS para estimular a proliferacdo celular e a progressdo tumoral. No
entanto, niveis altos de ROS para I& de um certo limiar aumenta a vulnerabilidade das células
cancerigenas sofrerem apoptose [14]. Assim sendo, agentes que promovam a formacdo de ROS ou
diminuam o nivel de anti-oxidantes tém o potencial de matar células cancerigenas com poucos
efeitos associados para as células normais [14].

Diferentes células cancerigenas possuem diferentes niveis basais de ROS e antioxidantes
endogenos. Células com caracteristicas mais agressivas possuem niveis mais elevados de ROS
enddgenos e precisam desses niveis elevados de ROS de forma a sofrerem apoptose. O stress
oxidativo pode desencadear uma resposta pelo reticulo endoplasmatico (RE) que através da
regulacao positiva de genes associados ao stress no RE: CHOP, TRB3 e XBP1 podem promover
apoptose. A resposta ao stress pelo RE é um mecanismo importante que medeia a morte celular
apoptdtica e é usado como estratégia anti-cancerigena. Tem sido reportado por diferentes autores

que a resposta ao stress pelo RE pode ser induzida pela producdo de ROS [14].

Regulacéo da apoptose
A apoptose ou morte celular programada pode ser desencadeada por varios estimulos e

desempenha um papel fundamental a nivel do crescimento celular e regulagdo da homeostase.

[3] — Crosstalk: refere-se ao processo pelo qual um ou mais componentes duma via de transducdo de sinais afeta outra
[39]
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A apoptose € caracterizada por mudancas caracteristicas a nivel da estrutura celular
incluindo uma diminuicdo do tamanho da célula, condensacdo da cromatina e fragmentagdo do
DNA [40].

A formacéo de tumores pode dever-se a uma destabilizacdo no balanco entre a morte celular
e proliferacdo, havendo um favorecimento de sobrevivéncia celular. Pensa-se que os AINES possam
ativar alguns elementos chave das vias apoptoticas. A nivel molecular, existem inimeros genes,
moléculas e sinais que estdo frequentemente alterados no cancro e alguns destes elementos possuem
um papel chave a nivel da regulacdo da apoptose, como é o caso da COX-2. Consequentemente,
promover a expressao de proteinas pro-apoptoéticas, tais como as caspases e Poli(ADP-Ribose)
Polimerase (PARP), e diminuindo a expresséo de proteinas anti-apoptdticas como a survivina e Bcl
poderd ser uma estratégia interessante no que diz respeito ao tratamento do cancro. Existem duas
vias apoptaticas: recetores de morte celular (extrinseca) e via mitocondrial (intrinseca) [41].

Inimeras evidéncias sugerem que 0s coxibes inibem a proliferacdo celular através de um
mecanismo independente da COX-2. O mecanismo molecular subjacente a apoptose mediada pelo
celecoxibe (cIx) parece estar associado com a inducdo da resposta ao stress pelo RE através do
calcio e com a regulacdo negativa da proteina anti-apoptoética, survivina. O clx induz a expressao de
recetores de morte celular tais como o CD95, sugerindo que hé ativacdo de vias apoptoticas
intrinsecas e extrinsecas no desenvolvimento de carcinogénese. A ligagdo aos recetores de morte
celular, desencadeia a via apoptoética ligada a recetores de morte celular. A ativacdo da via
apoptotica mitocondrial depende da libertacdo do citocromo ¢ e consequente ativacdo das caspases,
que por sua vez cliva o PARP e inibe proteinas anti-apoptéticas, tais como a survivina [14].

Jia-Jun et al. demonstraram recorrendo a células de carcinoma da hipofaringe (FaDu) que a
nimesulida, um inibidor seletivo da COX-2, tem a capacidade de in vitro inibir o crescimento destas
células, por um mecanismo dependente da survivina. A survivina, € um membro da familia das
proteinas inibidoras da apoptose (IAP) que é altamente expressa na maioria dos cancros humanos
mas ndo em tecido normal. Esta proteina possibilita que a mitose se desenvolva de forma normal e
também esta envolvida no processo de apoptose, sendo que a sua funcdo anti-apoptética é
executada pela prevencdo da ativacdo das caspases. Quando comparado com o controlo, 0s niveis
de mRNA e proteinas tanto da survivina como da COX-2 encontravam-se suprimidos apds o
tratamento com nimesulida. Pelo que se coloca a hipotese de que a nimesulida possa reduzir o
crescimento de células FaDu, pela indugéo da apoptose [28].

Valle et al. investigaram os efeitos dos AINEs diclofenac e indometacina em 3 linhas
celulares de cancro do ovério: HEY, OVCARS5, e UCI-101. Documentaram que estes farmacos
reduzem de forma significativa o crescimento de células de cancro do ovario tanto in vitro como in

vivo, e identificaram o fator de transcricdo E2F1 como um mediador deste efeito, em parte por
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provocar a paragem do ciclo celular e consequentemente induzindo apoptose. O diclofenac e a
indometacina tinham efeitos diferentes a nivel do ciclo celular. Enquanto a indometacina induz uma
paragem na fase G1, o diclofenac induz uma acumulacao de células na fase S e paragem na fase G2.
Observou-se também que o tratamento das células com indometacina e diclofenac regula de forma
negativa o E2F1. O E2F1 é um fator de transcri¢do que controla o ciclo celular, pela regulacdo da
expressdo de genes necessarios para a entrada em fase S. O E2F1 encontra-se sobre-expresso em
diferentes cancros e a sua sobre-expressdo tem sido normalmente associada com um mau
prognostico. Concluindo, este grupo demonstrou que o diclofenac e a indometacina inibem o
crescimento de células de cancro do ovario in vitro por pararem o ciclo celular e induzirem
apoptose. Pensa-se por isso que os efeitos inibitorios dos AINEs ao nivel do crescimento celular
sejam mediados em parte por um mecanismo que envolve a regulagdo negativa do E2F1 [32].

Sistema tiorredoxina

A tiorredoxina (Trx), a tiorredoxina redutase (TrxR), e a nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato constituem o sistema Trx, que é essencial para a homeostase redox das células por reduzirem
proteinas oxidadas; tal oxidacdo de proteinas pode ocorrer durante o stress oxidativo [38] O sistema
Trx possui uma variedade de fungdes incluindo a remocdo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e atuam de forma a prevenir a morte celular por necrose [38].

A isoforma da Trx, a tiorredoxina-1 (Trx-1) a principal oxirredutase antioxidante
intracelular, encontra-se normalmente no seu estado reduzido [39]. Quando uma das suas proteinas
substrato é oxidada, a Trx reduze-las, enquanto que no processo ela propria se oxida [39].
Normalmente, a Trx € rapidamente restaurada a sua forma reduzida funcional pela acdo da TrxR e
de NAD+ [39]. Ainda ndo se percebe muito bem o papel daTrx-1 no desenvolvimento do cancro
apesar de se saber que o stress oxidativo e a ativacao de vias de sinalizacdo redox sdo responsaveis
por processos de carcinogénese, incluindo o desenvolvimento de cancro da mama [39].

Sendo uma molécula de resposta rapida ao stress oxidativo, a Trx-1 modula vias de
sinalizacdo redox com moléculas que sejam sensiveis a processos redox, tais como os fatores de
transcricdo Ref-1 e NF-xB, entre outras. O NF-kB ¢ particularmente sensivel a mudangas no
sistema Trx cuja oxidacédo torna 0 NF-«xB incapaz de se ligar ao DNA [38].

O resultado final destas reaces € a inibi¢do do crescimento celular e/ou indugéo da apoptose
[39]. Outra consequéncia do stress oxidativo é a inducdo de stress ao nivel do reticulo
endoplasmaético, que o liga & inflamagdo, com implicagdes significativas para varias patologias
incluindo o cancro [40]. Sabe-se que o nivel de Trx-1lesta sobre-expresso no carcinoma da mama
nos humanos quando comparado com tecido mamario normal e tem sido associado com a

progressdao deste tipo de cancro [38]. Além disso, a sobre-expressdo de Trx-1 ou TrxR tem sido
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relacionada com resisténcia a quimioterapia. O que leva a concluir que o sistema Trx é fundamental

para a sobrevivéncia da célula relacionada com o stress oxidativo [38].

Outros mecanismos

Apesar dos inumeros estudos ja realizados o mecanismo especifico pelo qual os AINEs
exercem o seu efeito anticarcinogénico continua por ser esclarecido. O mais provavel é que estes
farmacos exercam as suas propriedades utilizando simultaneamente diversas vias bioldgicas. No
entanto, diferentes mecanismos de acdo tém sido associados a certos AINEs em particular.

Para além de uma sobre-expressdo de COX-2, a maioria dos cancros demonstram uma
ativagdo aberrante da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina. Tendo em conta o papel fundamental que
tanto a PGE2 como a via de sinalizagdo Wnt/p-catenina desempenham na carcinogénese colorretal,
é dum interesse significante que estudos recentes tenham demonstrado que a PGE2 aumenta a
sinalizagdo Wnt/B-catenina tanto em células de carcinoma colorretal bem como em células
estaminais hematopoiéticas. Até recentemente, estudos a nivel de células estaminais do intestino
tém sido dificultados pela falta de marcadores. Estudos recentes identificaram uma populacdo de
células estaminais marcadas pela expressdo de um gene alvo da via Wnt/B-catenina, 0 LGR5 —
recetores acoplados a proteina G que contém dominios ricos em repeticdes de leucina. O LGR5 é
uma proteina transmembranar com a fungdo de aumentar a capacidade de resposta do Wnt. Al-
Kharusi et al. investigaram se a PGE2 poderia regular a expressdo de LGR5 em células de adenoma
colorretal e se a LGR5 é ou ndo relevante para a sobrevivéncia das células do adenoma.
Demonstraram assim que a LGR5 tem um papel ao nivel da promogéo da sobrevivéncia das células
cancerigenas e que a PGE2 tem a capacidade de aumentar a expressao da LGR5. Demonstraram
também que a [-catenina pode reprimir a expressdo da 15-pgdh, essencial para o catabolismo das
prostaglandinas, em linhas celulares de tumores colorretal e que diminuindo a expressdo de [-
catenina diminui-se os niveis de PGE2. Este grupo sugere que a PGE2 possa estar elevada logo nos
estadios iniciais na neoplasia colorretal, quando a B-catenina é primeiramente ativada, ainda mesmo
antes da COX-2 estar sobre-expressa, nas células epiteliais, o que poderia explicar o efeito
quimiopreventivo de AINEs ndo seletivos. Pode-se assim especular que os AINES possam causar a
regressdao do tumor, pelo menos nalguns adenomas, por bloquearem o efeito de promocdo da
sobrevivéncia da PGE2 nas células que expressam LGRS [41].

Estudos in vitro indicam que os AINEs podem bloquear a proliferagéo celular resultando na
inibicdo do crescimento celular. A indometacina, um dos AINES mais comuns, possui propriedades
anti-inflamatorias, analgesicas e anti-piréticas por inibir de forma ndo seletiva as duas COX. Apesar

de varios estudos terem demonstrado o efeito protetor dos AINEs ao nivel do desenvolvimento e
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progressdao tumoral, o mecanismo molecular pelo qual os AINEs estdo envolvidos na inibicdo da
adesdo focal e posterior migracdo das células cancerigenas é ainda pouco claro. Guo et al.,
desenvolveram um estudo para clarificar o mecanismo molecular pelo qual a indometacina
influencia a migracdo celular em células cancerigenas. Este grupo colocou a hipétese de que a
indometacina poderia interferir com vias metabolicas dependentes de célcio, o que por sua vez,
contribuia para bloquear a migragéo das células cancerigenas. Para testar esta hipdtese, examinaram
a interacdo entre a migracdo celular, mobilizagdo de calcio, e vinculina (complexos focais) em
células cancerigenas. Os resultados obtidos revelam que a indometacina pode de fato inibir a
migracdo de células cancerigenas por influenciarem a mobilizacdo de calcio e formacdo de

complexos focais [18].

24



O papel das prostaglandinas no processo de metastizacéo

As metastases, ou seja, a propagacdo de células malignas a partir dum tumor primario para
uma localizagdo distante, posa o0 maior problema no tratamento do cancro e é maior causa de morte
entre os doentes com esta patologia [42,43]. A patogénese do processo metastatico é complexa e
envolve diferentes processos celulares, tais como, invasdo do estroma envolvente e dos vasos
sanguineos do 6rgdo alvo, sobrevivéncia na circulacdo, invasdo da matriz e, proliferacdo no interior
do parenquima [42]. Recentemente, tem-se enfatizado a importancia de mudancgas micro ambientais
nas células ao redor do tumor para o desenvolvimento metastatico [42]. O sucesso do processo de
metastizacdo depende da interacdo favoravel das células metastaticas com 0s mecanismos de
homeostasia do hospedeiro [42]. Recentemente, foi proposto um novo mecanismo para a iniciacao
metastatica, que envolve mobilizacdo de progenitores hematopoiéticos da medula dssea via
circulacdo e para os locais alvo da colonizacdo metastatica em resposta a fatores hormonais
emitidos a partir do tumor primario [42].

Han et al., usando um modelo animal de carcinoma do pulmé&o, demonstrou que comparado
com o controlo, os animais portadores de tumores apresentavam um aumento significativo nos
niveis de VEGF, fator estimulante de coldnia de macréfagos (M-CSF) e fator de necrose tumoral
(TNF-alfa). Sabe-se que o VEGF desempenha um papel critico na vasculogénese, angiogénese e
metastizacdo e por isso, a sobre-expressdo destas citocinas pode portanto ser responsavel pelo
aumento de metastases. Sabe-se que niveis séricos elevados de M-CSF sdo um mau prognostico da
taxa de sobrevivéncia em pacientes de cancro da mama metastatico e que o TNF-alfa é uma citocina
inflamatdria. Os resultados deste estudo sdo consistentes com estas descobertas sugerindo que a
resposta inflamatdria pode ser fundamental ndo sé para a iniciagdo mas também para a manutengdo
e crescimento de metastases tumorais, sendo que parece que o tumor priméario pode alterar o
microambiente que o envolve desencadeando uma resposta inflamatéria no hospedeiro e depois
usando este microambiente alterado para facilitar a metastizacdo. Concluindo, os fatores pro-
inflamatdrios, recrutados pelo tumor principal possibilitam um ambiente ideal para o
desenvolvimento de metéstases. O tratamento com celecoxibe, um anti-inflamatério inibidor
seletivo da COX-2, neste mesmo estudo, teve efeitos na resposta inflamatéria e consequentemente
reducdo nas metastases [42].

A angiogénese refere-se a formacao de nova vascularizagdo sanguinea a partir da vasculatura
pré-existente e € regulada por um balanco entre fatores pro- e antiangiogénicos, que induzem e
inibem a neovascularizacdo [26]. A angiogeénese desempenha um papel significante para o
crescimento do tumor benigno e para o seu desenvolvimento num processo maligno, uma vez que a

formacdo de novos vasos é fundamental para a progressdo do cancro, isto porque, o potencial de
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crescimento das células € limitado pela disponibilidade de nutrientes [26]. Um dos fatores principais
que contribui para o crescimento tumoral é o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que
se tem observado que se encontra regulado positivamente em varias neoplasias e € definido como
um regulador positivo do crescimento tumoral [26]. No entanto, o VEGF nédo é o Unico fator
responsavel pela metastizacdo tumoral, uma vez que existem muitas outras causas, como por
exemplo, desregulacdo de oncogenes, inflamacdo, citocinas, quimiocinas, ativacdo de fatores de
transcricdo e fatores de crescimento, etc., que também contribuem para a angiogénese tumoral [26].
A prevencdo da angiogénese e consequentes metastases sdo essenciais para controlar o crescimento
do tumor e a sua invasdo do organismo do hospedeiro [26].

Dentre 0s 4 membros da familia VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D), o
VEGF-A desempenha um papel relevante na vasculogénese e angiogénese [26]. Tem-se observado
uma expressdo elevadamente aberrante de VEGF em varios cancros mas, 0 mecanismo de ativacdo
de VEGF durante a carcinogénese e a sua repressdo pelos AINEs ainda ndo é muito bem
compreendida [26]. Juntamente com o VEGF-A vérios outros fatores contribuem para a
vascularizacdo tumoral tais como metaloproteinases (MMPSs) que sdo necessarias para quebrar a
matriz extracelular (ECM) e também para a libertacdo de VEGF ligado a membrana, de forma a
extrair mais células endoteliais (ECs) para a formacdo de novos capilares [26]. Muitos estudos tém
demonstrado o papel que a ativacdo das MMPs tem, em aumentar o potencial metastatico via
angiogénese em varios cancros [26]. Vaish et Sanial, observaram um aumento da expressdo de
MMP-2 e MMP-9 num modelo de neoplasma colorretal induzido por DMH, enquanto que a sua
expressao e atividade eram regulados negativamente com a administracdo de Sulindac e Celecoxibe
sugerindo que estes AINEs podem prevenir angiogénese nos estadios iniciais de CCR através da
inibicdo de MMPs reguladas por sinalizacdo VEGF [26].

A sinalizacdo a partir do VEGF induz a isoforma induzivel da 6xido nitrico sintase, iNOS,
que também tem sido observada na neovascularizacdo de varios tumores [26]. Sabe-se a INOS
produz grandes quantidades de NO a partir da L-arginina [26]. Vérias citocinas pro-inflamatorias
também podem regular a inducdo da expressdo da iINOS e consequentemente a producdo de NO
durante a inflamacdo [26]. Vaish et Sanyal, descobriram que durante a tumorigénese juntamente
com a inducdo de varios fatores pré-angiogénicos e NO, a expressao dos niveis de varias

quimiocinas também era elevado [26].

Relacgéo entre inflamac&o cronica e angiogénese

Sabe-se que estados inflamatorios prolongados nos tecidos podem regular a iniciacdo de

varios tipos de cancro [24]. Ao contrario dos efeitos benéficos da inflamacdo aguda, a inflamacao
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cronica tem sido ligada com o desenvolvimento de varias malignidades nas quais uma inflamacéo
localizada prolongada pode originar um aumento da sobrevivéncia celular, proliferagéo, supressdo
da apoptose, invasdo, angiogénese e metastase [24]. No microambiente dum tumor soélido, as
células tumorais e as células do hospedeiro interagem umas com as outras através da secrecdo de
fatores de crescimento e citocinas (sinalizacdo autocrina) que podem de alguma forma afetar

indiretamente as ceélulas endoteliais e estromais vizinhas (sinalizacdo parécrina) de forma a

3
promover neovascularizacao [24]. Um tumor sélido nédo seria capaz de sobreviver mais de 2-3 mm

sem um fornecimento adequado de oxigénio e nutrientes, o que requer a formagdo de novos vasos
sanguineos, ou seja angiogénese, na qual estdo envolvidas varias citocinas pro-inflamatdrias e
quimiocinas [24]. Tem sido documentado que um aumento da expressdo e ativacdo da COX-2 e
consequentemente um aumento da producdo de PGs especialmente prostaglandina E2 (PGE2)
contribuem para promover angiogénese através do VEGF [24].

Também se observou que a interleucina 1 beta, que € uma citocina pro-inflamatoria, é capaz
de induzir a expressdo de VEGF mas atraves de mecanismos independentes da COX-2 [24]. Apesar
da IL-1p e da COX-2 se regularem positivamente uma a outra durante a inflamagdo e
carcinogénese, é possivel que sigam vias de sinalizagdo diferentes de forma a induzir o mesmo alvo,
neste caso 0 VEGF [24].

A sinalizacdo autdcrina e paracrina, de tais citocinas pro-inflamatérias, esta envolvida em
varias vias de sobrevivéncia celular que incluem localizacdo nuclear de fatores de transcrigéo,
proteinas anti-apoptoticas e fatores angiogénico [24]. Além das citocinas, as quimiocinas também
desempenham um papel importante na manutencdo da inflamacéo localizada através da regulacao
do recrutamento de leucdcitos para o local da inflamacéo [24].

Vaish et al. desenvolveram um estudo onde descrevem o papel da inflamacdo crénica na
angiogénese durante o desenvolvimento de CCR quimicamente induzido por dimetil hidantoina
(DMH). Explicitando o papel de vérias citocinas pro- e anti-inflamatorias, fatores de transcri¢éo e
fatores angiogénicos. Também observaram o papel quimiopreventivo de 2 AINEs: sulindac e
celecoxibe que demonstraram ndo sé serem eficientes em reduzir a inflamacéo localizada associada
ao adenocarcinoma colorretal bem como possuirem propriedades angiostaticas [24]. O grupo DMH
apresentava tumores completamente desenvolvidos juntamente com sinais claros de uma rede
aberrante de vasos sanguineos enquanto que nos grupos onde administraram AINES, o nimero e
tamanho dos tumores encontrava-se significativamente reduzido [24].

Tem sido documentada uma expressdo aumentada da citocina pro-inflamatéria IL-13 em
varias neoplasias, tais como, cancro do pulméo, carcinoma pancreético, etc., e ratos KO para a IL-

1B demonstram auséncia de metastizagdo tumoral sugerindo a sua relevancia para a propagacgéo da
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inflamacdo e consequente carcinogénese. De acordo com esta informagéo verificou-se que 0 grupo
DMH apresentava um aumento da expresséo desta citocina. No entanto, a administracdo de AINEs
reduziu de forma significativa a sua expressdo. Pensa-se que a regulacdo negativa da IL-1p e
consequente reducdo na inflamacdo se deve a ligacdo dos AINEs ao recetor da Il-1p criando um
feedback negativo para a sua expressao [24].

Juntamente com uma diminuigdo da sinalizagdo da citocina pro-inflamatoria IL-1p através
da ativacdo do NF-«kB, a presenga de iNOS, um proeminente marcador para inflamagao localizada,
estava aumentada nos grupos DMH, bem como o aumento da producdo de NO e L-citrulina [24].
Uma expressdo elevada de iNOS estd relacionada com a producdo de um vasodilatador muito
estavel, o NO, que ajuda na infiltracdo de neutrofilos no local da inflamacéo e desse modo promove
neovascularizagdo. Este NO é produzido quando a L-arginina é metabolizada pela enzima iNOS em
L-citrulina. No entanto, os AINEs tém capacidade de se ligar ao local de nitrosacéo da enzima, que
é essencial para a producdo de NO, bem como a sua libertacdo, provocando assim uma diminuicao
na inflamacdo e suprimindo a progresséo neoplasica [24].

Outro marcador importante da inflamacédo, a enzima COX-2 também se encontrava sobre-
expressa no grupo DMH. Isto pode dever-se a regulagéo positiva devido a expressdo elevada de IL-
1B e localizacdo nuclear aberrante de NF-kB [24]. Juntamente com um aumento da sua expressao
também se observou que a COX-2 estava ativada de forma aberrante uma vez que se observou um
aumento da producdo de PGE2, através do metabolismo do &cido araquiddnico. Este aumento de
PGE2 pode possivelmente ajudar na vasodilatacdo e neovascularizacdo. Ao passo que a co-
administracao de celecoxibe (um inibidor especifico da COX-2) diminuiu de forma significativa a
expressdo e consequente ativacdo da COX-2, a co-administracdo de sulindac (ndo especifico)
parece ter regulado negativamente a atividade da COX-2 atraves de uma via independente mediada
pelo PPARYy, uma vez que nao se observou uma altera¢ao ao nivel da expressdo de COX-1 [24].

Observou-se um efeito evidente da colaboragdo da IL-1pB, NF-xB ¢ COX-2 de forma a
aumentar significativamente a expressdo de VEGF-A no grupo tratado com DMH. A administracao
de AINEs teve um efeito negativo ao nivel do VEGF-A, ao provavelmente bloquear os seus
recetores celulares, VEGFR1 e VEGFR2 [24]. O VEFG-A ndo é a Unica molécula responsavel pela
angiogenese. Outras moléculas tais como metaloproteinases da matriz sdo necessarias para quebrar
a matriz extra-celular para a invasédo das células através da libertacdo de VEGF ligado a membrana.
O VEGEF ajuda na libertacdo de NO ligado a membrana de forma a dilatar os vasos e atrair mais
celulas endoteliais (ECs) para a formacao de capilares sanguineos [24].

As citocinas apresentam uma natureza pleiotrépica uma vez que é possivel que possam
regular a expressdo de varias outras citocinas ex: a indugdo da IL-1p poderia aparentemente induzir

a expressdo de IL-2 ajudando a manter o estado de inflamacdo [24]. No entanto, um aumento da
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expressao da citocina anti-inflamatoria, IL-4, tem sido associada com a diminui¢do da expressdo da
IL-2 através da indugdo do PPARy que ¢ um fator de transcri¢do dependente de ligando ja tendo
sido reportado como tendo natureza anti-inflamatoria [24].

O estudo de Vaish et al. também suporta esta hipdtese uma vez que observaram um aumento
da expressao da IL-2 nos grupos tratados com DMH, enquanto que os niveis de expressdo de IL-4 e
PPARy estavam mais elevados nos grupos onde co-administraram AINEs [24]. Além disso, ja foi
reportado que o sulindac possa ser um ativador do PPARy, atuando como seu ligando [24].

Tem sido previamente observado que a IL-2 e interferdo (IFN) promovem a sobrevivéncia
celular e 0 aumento da producao de fatores pro-inflamatdrios através da ativacdo da via Jak/Stat em
varios cancros. A ativacdo de Jak3 através de auto-fosforilacdo por sua vez ativa o Stat3 que leva a
sua localizacdo nuclear e consequentemente induz a expressdo de varios agentes importantes para a
sobrevivéncia celular. Observou-se uma regulacdo positiva aberrante das proteinas Jak3 e Stat3
durante o processo de carcinogénese induzido por DMH cuja administracdo de AINES contrariava
este efeito sugerindo que tanto o sulindac como o celecoxibe podem prevenir inflamacdo e
proliferacdo celular aberrante como parte da quimioprevencdo do cancro através da regulacéo
negativa da ativacdo da via Jak3/Stat3 [24].

A inibicdo farmacoldgica das enzimas COX usando AINEs tem demonstrado diminuir os
niveis séricos de VEGF-C nos pacientes [9]. Os estudos ja realizados suportam de forma racional o
uso de inibidores da COX-2 de forma a reduzir a invasdao do tumor e metastizacao [9], uma vez que
se pensa que a COX-2 regula de forma positiva 0 VEGF juntamente com a PGE2 [26]. No entanto,
devido aos efeitos adversos provenientes do uso a longo prazo de inibidores da COX-2, ainda néo é
muito claro se existe uma janela terapéutica na qual seja possivel usar inibidores da COX-2 para
reduzir a invasdo do tumor e metastizacdo duma forma segura e eficaz [9]. Além das COX, a PGE
sintase tem sido extensivamente estudada pelo seu papel potencial na progressdo tumoral [9].Tal
como a TX sintase, que converte PGG2 em TXAZ2. Pensa-se que uma sobre-expressao deste enzima

possa aumentar a motilidade das células cancerigenas [9].

Relacdo entre prostaglandinas e sinalizacéo linfo-angiogénica

A propagacdo de células tumorais para os nodulos linfaticos (NLs) é um indicador de
prognostico importante para o estadio da doenca e assim sendo a vasculatura linfatica €
considerada uma via importante para a propagagdo metastatica [43]. No entanto, é de realcar que
metastases sistémicas podem ocorrer independentemente do envolvimento dos NLs destacando a
natureza complexa do processo da doenca sistémica [43]. Alguns tumores segregam fatores de

crescimento que atuam nos vasos linfaticos de forma a facilitar o processo de metastizagéo [43].
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Estes fatores podem induzir linfoangiogénese, isto €, a formacao de novos vasos linfaticos a partir
de vasculatura pré-existente em regides dentro ou imediatamente adjacentes ao tumor primaério [43].
Estes podem afetar vasos para além do ambiente tumoral e podem modelar respostas imunitarias ao
tumor [43]. Apesar das suas implicacdes clinicas os mecanismos responsaveis pela metastizacao via
a rede linfatica ainda ndo sdo bem compreendidos [43].

Os fatores de crescimento linfo-angiogénicos incluem dois membros da familia de fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), VEGF-C e VEGF-D, que atuam através de recetores
localizados a superficie celular VEGFR-2 e VEGFR-3 [43]. Existe uma forte associacdo entre
expressdo tumoral elevada de VEGF-C ou VEGF-D, aumento da densidade dos vasos linfaticos
tumorais e aumento da taxa de metastizacdo para os NLs. Além disso, os eixos de sinalizacdo
VEGF-C ou VEGF-D s&o essenciais para controlar a linfoangiogénese durante o desenvolvimento
tumoral [43]. Modelos tumorais demonstram que a inibi¢cdo desta sinalizacdo pode bloquear o
alastramento do cancro através dos vasos linfaticos por restringirem a formacdo de novos vasos
[43]. O fator de crescimento linfo-angiogénico, VEGF-D, promove a propagacdo do cancro atraves
de rede linfatica, um passo crucial na metastizacdo [43]. Niveis elevados de VEGF-D em tumores
humanos estd relacionado com metastases a nivel dos nodos linfaticos e um mau progndstico,
contudo os mecanismos subjacentes a propagacdo linfo-angenosa para os nddulos linfaticos
permanece elusiva. No entanto, pensa-se que neste processo possam estar envolvidas PGs [43].

H& uma relagdo estreita entre a producgdo de factores de crescimento vasculares e as PGs o
que leva a querer gue o processo de metastizacdo € facilitado pela presenca de PGs no local de
crescimento do tumor. Verifica-se que durante a progressdo do cancro em certas situacGes a uma
sobre-expressao ou desregulacdo das COX, o que leva a um aumento dos niveis de PGs [6]. Estudos
recentes demonstram que possa haver uma intersecdo entre a via bioldgica de producdo de
prostaglandinas e a sinalizacdo de fatores de crescimento linfo-angiogénicos no controlo do
processo de metastizacdo via vasculatura linfatica [6]. Esta informacdo € coincidente com dados
clinicos que demonstram que os AINEs podem aumentar a taxa de sobrevivéncia de doentes com
cancro ao reduzirem a incidéncia do cancro e a proliferacdo de metastases [6].Pensa-se que as
prostaglandinas promovam o crescimento e dissipacdo das células tumorais por estarem ligadas a

formacéo de novos vasos durante o processo de metastizacdo (Figura 6).
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Figura 6 — Representacdo esquematica da relacdo entre fatores de crescimento linfo-angiogénicos, a via das

prostaglandinas e o processo de metastizacdo [6]

As prostaglandinas sdo sintetizadas a partir do acido araquidénico pela acdo das COX sendo
que o intermediario instavel desta reacdo, a PGH2 € que posteriormente origina os diferentes tipos
de prostaglandinas. A PGE2 é a prostaglandina que esta associada com inflamacdo, crescimento
tumoral e angiogénese, e é degradada pela enzima pgdh [43]. Os efeitos das PGs tal como a PGE2
sdo mediados pela sua ligacdo aos seus recetores, EP1-4, sendo que o EP3 parece contribuir para a
linfoangiogénese tumoral [43].

Sabe-se que o VEGF-D reduz a expresséo do gene da pgdh o que leva a uma diminuigdo da
degradacdo de PGE2. Consequentemente ha uma dilatacdo dos vasos linfaticos que expressam 0s
recetores apropriados para esta PG. Esta dilatacdo dos vasos linfaticos facilita o processo de
metastizacdo [6]. Pensa-se que por isso que a pgdh possa ter um papel enquanto supressor de
tumores. Tem também sido relatado que o VEGF-C possa induzir a expressdo da COX-2 e vice-

versa [6].
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A intersecdo entre as vias metabdlicas dos VEGFs e das prostaglandinas é suportada pela
observacdo de inumeros mediadores inflamatérios tais como PGs no local de crescimento de
tumores [6]. A actuagdo terapéutica a este nivel assenta na utilizacdo de AINEs (ex: aspirina) de
forma a limitar a producdo de prostaglandinas e assim inibir a vasodilatacdo que é facilitador da
progressdo metastatica [6]. Verificou-se que niveis elevados de COX-2 estimulam a producdo de
VEGF-A o que resulta na migracéo de células endoteliais vasculares [6]. Estudos demonstram uma
correlacdo entre a expressdo de COX-2, densidade dos vasos linfaticos e metastase nos nddulos
linfaticos isto porque a COX-2 consegue de alguma forma regular os niveis de VEGF-C e VEGF-D
produzidos dentro e a volta do tumor [6]. O VEGF-D modela niveis de PGs de forma a regular a
dilatacdo dos vasos linfaticos coletores, um efeito bloqueado pelos AINEs [43]. Pensa-se entdo que
as PGs facilitam o processo de metastizagcdo por promoverem a vasodilatacdo. Assim, os AINEs ao
bloquearem a producdo de PGs exercem um efeito ao nivel de proliferacdo celular, migracéo,
apoptose e angiogenese, que sdo fatores chave para o desenvolvimento de tumores [6].

Esta interacdo chave entre os fatores linfo-angiogénicos e as PGs revela um mecanismo para
preparar vasos coletores para a disseminacdo de células tumorais, € um mecanismo através do qual
0s AINEs reduzem metastizacdo linfo-angenosa [43]. As PGs derivadas do endotélio sdo potentes
reguladoras da vasodilatacdo, atenuando ou amplificando a resposta dos vasos sanguineos de forma
a modelar o tonus vascular durante estados normais e patologicos [43].

Os AINEs sdao normalmente usados para o tratamento da doenca inflamatéria e sabe-se que
tém efeitos a nivel do desenvolvimento e propagacdo de tumores, contudo 0 mecanismo
antimetastatico continua a ser pouco claro [43]. Evidencias emergentes sugerem que a sobre-
expressdo de COX-2 e niveis elevados de PGE2 estdo associados com angiogénese tumoral e
processos linfo-angiogénicos cruciais para a metastizacdo [43]. Recentemente, o efeito dos AINES
na vasculatura linfatica tem sido avaliado, demonstrando-se que o tratamento com inibidores da
COX-2 reduz a linfoangiogénese tumoral, que por sua vez leva a uma diminuicdo da metastizacao
do tumor [43].
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Influéncia dos AINEs na imunidade de tumores

A ideia de que o sistema imunitario poderia de alguma forma contribuir para 0 combate aos
tumores foi primeiro sugerido por Paul Ehrlich em 1909 [44]. Desde dessa altura, o campo da
imunologia de tumores tem tentado desenvolver estratégias de forma a aproveitar o préprio sistema
imunitario do hospedeiro para eliminar as células cancerigenas [44].

Sabe-se que os AINEs possuem um efeito imunomodelador a nivel de diferentes tipos de
celulas envolvidas na defesa imunitaria anti-tumoral. Para além disso possuem a capacidade de
potenciar outras estratégias ja existentes a nivel da imunoterapia [4]. De facto, os tumores possuem
mecanismos que atuam de forma a suprimir o sistema imunitario do doente. Pensa-se que 0s AINEs
talvez possuam a capacidade de inverter esta imunossupressdo e estimular a imunidade anti-tumoral
através de mecanismos dependentes e independentes das COX [4].

Tanto a componente inata como adaptativa do sistema imunitario desempenham funcdes ao
nivel de estimular uma resposta imunitaria de forma a bloquear o desenvolvimento e progressao de
tumores. Como € evidente o tumor possui a capacidade de contornar estas defesas utilizando
diferentes estratégias que vao desde de alteracdes celulares que modulam a expressao do complexo
de histocompatibilidade maior até a regulacdo de mediadores inflamatérios, uma vez que a
inflamacdo cronica é um cenario favoravel ao desenvolvimento de tumores [4].

Tanto no processo inflamatdrio como na carcinogénese estdo envolvidas citocinas e PGs que
sdo resultado da inducdo da COX-2. Existem evidéncias que apontam para um papel
imunomodulador dos prostanoides derivados da COX-2 principalmente para a PGD2 e PGE2 [29].

A PGE2 em especial é expressa de forma abundante pelas células tumorais e por macréfagos
que se infiltram no tumor, atuando especificamente a nivel das células T, suprimindo a expressao
dos linfécitos T CD4+ o0 que consequentemente previne a activacao das células CD8+ que possuem
um efeito anti-tumoral [4].

O consenso geral € de que as células da imunidade inata, tais como macréfagos e células
dendriticas, tém a capacidade de sintetizar prostanoides. No entanto, as células da imunidade
adaptativa ndo parecem possuir esta capacidade. A Unica execao parece ser as células T reguladoras
que expressam a COX-2 e sintetizam altos niveis de PGE-2. Apesar de algumas células do sistema
imunitario ndo serem capazes de sintetizar prostanoides todas elas apresentam uma elevada
expressdo dos recetores prostanoides e como tal sdo altamente sensiveis a presenga de prostanoides
[29].

Neste contexto, os AINEs podem ter um impacto importante a nivel dos diferentes
elementos do sistema imunitario envolvidos na imunidade anti-tumoral especialmente devido ao seu

efeito inibitorio na sinalizacdo tumoral derivado da via COX-2/PGE2 [4]. Os AINEs podem atuar a
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varios niveis com o resultado de reforcar/aumentar a imunidade anti-tumoral, atuando em sinergia
com outras técnicas, como por exemplo: modelar o efeito pro-tumor ou anti-tumor de macréfagos

ativados, aumentar a toxicidade das NK, e promover a proliferagido/funcéo das CD4+ e CD8+ [4].

Influéncia dos recetores prostanoides no sistema imunitario

Tem sido reportado que vérias células do sistema imunitario expressam diferentes recetores
prostanoides. No entanto embora quase todas as células do sistema imunitario expressem recetores
prostanoides nem todas estas células possuem a capacidade de sintetizar estes mesmos prostanoides.
Enquanto os recetores prostanoides sdo expressos em células tanto do sistema inato como
adaptativos (linfocitos B e T), estes apenas séo sintetizados em células imunitarias que participem
na inflamacao (como € o caso dos fagocitos), mas ndo nos linfocitos B e T [29].

No local da inflamacdo, as células da imunidade inata vdo ser estimuladas a produzir
prostanoides que por sua vez vao atuar noutras células através de sinalizacdo autdcrina. Os
prostanoides também vdo contribuir, juntamente com outros mediadores inflamatorios, para a
regulacdo da imunidade inata através do sistema adaptativo. Isto demonstra, que através da
sinalizacdo paracrina, os recetores dos prostanoides desempenham um papel critico em estabelecer
a ligacdo entre a resposta imunitaria inata e adaptativa [29].

Assim sendo, os recetores prostanoides aparecem como reguladores chave ao nivel do
sistema imunitario. Pelo que, os prostanoides parecem possuir a capacidade de modelar as funcdes
das células envolvidas na resposta imunitaria. Principalmente a PGE2 que é reconhecida como

sendo o principal prostanoide sintetizado pelas células do sistema imunitario.

Papel da prostaglandina E2 na imunidade

A PGE2 possui um papel critico no controlo da imunidade anti-tumoral em parte pela
regulacdo da ativacdo e propagacdo de células T reguladoras (Tregs) e células supressoras derivadas
da linhagem mieloide (MDSC) [21]. Nos ultimos anos, um namero de estudos tém demonstrado
que a PGE2 pode modular a capacidade proliferativa e efetora das fungdes das Treg, que tém
propriedades imunossupressoras [21]. Estes resultados estimularam a ideia de que inibidores da
COX-2 possam ser usados para ultrapassar a imunossupressao induzida pelas Treg [21].

Para que as estratégias imunoterapéuticas no tratamento do cancro sejam bem-sucedidas é
necessaria uma infiltracdo eficaz de células imunitarias com atividade supressora no local do tumor
[45]. As estratégias imunoterapéuticas podem ser bloqueadas por uma composicédo desfavoravel do

meio intratumoral no que diz respeito as células imunitérias: enquanto que as Tregs e MDSCs
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reprimem uma intervencdo imunitaria eficaz e promovem a progressdao tumoral, as células
exterminadoras naturais (NK) e linfocitos Th CD4+/CD8+ sdo mediadores potentes da atividade
anti-tumoral [45].

Vaérios fatores inflamatdrios séo responsaveis pela ativacdo da resposta imunitaria contra 0s
tumores. Por exemplo, o recetor de quimiocinas CXCR3 é expresso preferencialmente na superficie
de células NK ou linfocitos Th supressores de tumores e é responsavel pelo seu recrutamento
quimiotatico no tecido tumoral [45]. Uma estratégia de forma a tornar o microambiente tumoral
mais propenso a supressdo por células Th é a modulacdo do sistema COX [45]. No meio tumoral
estdo presentes as duas isoenzimas da COX: a COX-1 constitutivamente expressa e a COX-2 cuja
expressdo é induzida [45]. A sobre-expressdo da COX-2 no local do tumor, esta associada com uma
diminuicdo da infiltracdo de células imunitarias com capacidades supressoras de tumores, pelo que
a inibicdo das COX por sua vez estimula a imunovigilancia [45]. Mais ainda, a prostaglandina E2
(PGE2), o produto maioritario da via das COX em tumores, promove o crescimento tumoral em
parte por reduzir a atividade das células NK e expandir as MDSCs e Tregs [45].

Bronger et al., demonstraram uma ligagdo mecanistica entre a via das COX e uma reducao
da infiltracdo de linfocitos supressores de tumor no cancro da mama através da modulacdo da
libertacdo intratumoral de quimiocinas [45].

O tumor tem a capacidade de manipular o sistema imunitario de forma a criar um ambiente
que promova o seu crescimento, um processo referido como imunoedicéo [44]. Do ponto de vista
terapéutico seria interessante desenvolver abordagens que inibam a habilidade do tumor de utilizar
o sistema imunitario de forma a permanecer despercebido e contornar assim as defesas do
hospedeiro [44]. Numa fase inicial, as células transformadas dividem-se num tumor em crescimento
que eventualmente interfere com as células estromais vizinhas, desencadeando a libertac&o de sinais
pré-inflamatorios que recrutam mediadores do sistema imunitario inato [44]. Isto ativa as células
CD4+ naive que por sua vez libertam citocinas inflamatérias, estimulando células T CD8+ naive de
forma a expandirem-se em linfocitos T citotdxicos (CTLs) [44]. As células Th CD4+ que
apresentam antigénios especificos do tumor e as CTLs acumulam-se no local do tumor primario,
onde as CTLs especificas do tumor reconhecem e eliminam células tumorais que apresentem
antigénios através da secrecdo de perforina® e inducdo da apoptose, enquanto que provocam uma
selecéo intencional de células tumorais menos imunogénicas [44].

Um importante subconjunto de celulas T CD4+, as celulas T reguladoras (Treg), €
instrumental na inducdo e manutencdo da tolerancia periférica normal e prevencdo da auto
imunidade.

[4] — Perforina: proteina que forma um poro na membrana plasmaticas das células cancerigenas o que possibilita a
entrada de enzimas toxica, como a granzima [46].
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As Treg desempenham um papel central na imunossupressdao por inibirem de forma direta
muitas células incluindo as células T CD8+. As Treg podem suprimir a proliferacdo de celulas T
efetoras ativadas por contacto direto e induzir a regulacdo negativa da transcricdo da citocina
proliferativa IL2, inibido a sua expansdo clonal. Adicionalmente, as Treg podem induzir a morte
direta de células efetoras através da libertacdo de perforina e granzima. Notavelmente, as Treg
podem funcionar de forma a suprimir muitas das defesas do hospedeiro, utilizadas para prevenir a
proliferacdo e progressdo do cancro, fazendo do recrutamento das Treg, por tumores em
desenvolvimento, um passo critico na evasao a resposta imune e sobrevivéncia das células
cancerigenas. Varios estudos clinicos e modelos animais de cancro demonstraram que 0S tumores
sdo capazes de recrutar Tregs, € isto esta associado com a progressdo da doenca em varios tipos de
cancro. Varios estudos clinicos e modelos animais de cancro demonstraram que 0s tumores Sao
capazes de recrutar Tregs, e que este fendmeno estd associado com a progressao da doenca em
varios tipos de cancro [44].

Apesar da relagdo entre a acumulacdo de Tregs e a progressdo do cancro 0s mecanismos
pelos quais as Tregs induzem a progressdao do tumor permanecem pouco claros. Sabe-se que 0s
tumores segregam niveis elevados de fator de crescimento tumoral (TGF-beta) , que se demonstrou
in vitro que converte células T naive em Tregs. Adicionalmente ao TGF-beta, a COX-2, bem como
0s seus metabolitos principais, como a PGE2, tém a capacidade de estimular a conversao de novo de
Tregs a partir de células T CD4+ naive. E de realcar que, tém sido encontrados niveis elevados tanto
de COX-2 bem como de PGEZ2, no local do tumor, com niveis elevados de expressdo da COX-2 a
serem associados a tumores altamente agressivos. No entanto, apesar de haver estudos que
relacionam um aumento da expressdao de COX-2 com niveis aumentados de Tregs em cancros, nao
existem informagdes claras que providenciem evidéncias do mecanismo pelo qual isto ocorre [44].

Karavitis et al.,, providenciam evidéncias que a sobre-expressio de COX-2 e
consequentemente niveis elevados de PGE2 numa linha de células de cancro da mama pouco
agressivo, TM40D, aumenta a taxa de metéstases no 0sso, comparaveis com as de uma linha de
células de cancro da mama altamente metastatica, TM40D-MB. Demonstraram que a sobre-
expressao de cox2 em tumores TM40D altera o seu perfil imune, aumentando a sua capacidade de
se metastizar. Além disso, a subsequente expressdo de PGE2, pode influenciar o recrutamento de
Tregs, e pode explicar o aumento da apoptose de células T CD8+ nos tumores primarios que
expressam COX-2. Assim coloca-se a hipotese que o tumor possa adquirir uma vantagem seletiva
por regular de forma positiva a expressdo de COX-2, escapando desse modo a vigilancia imune
mediada pelas células T e promovendo a progressdo metastatica do cancro [44].

Um aumento da acumulagdo de COX-2 ou Tregs no tumor primario esta relacionado tanto

clinicamente como em modelos laboratoriais num aumento das metastases [44]. Adicionalmente,
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varios ensaios clinicos em diversos tipos de cancro tém demonstrado uma relagcéo entre uma sobre-
expressdo da COX-2 e um aumento do recrutamento de Tregs. A expressdao de COX-2 tem sido
ligada a progressdao do cancro devido ao seu papel em facilitar a expressdo de genes pro-
angiogenicos e angiogenese, estimulando a proliferacdo celular e deprimindo o sistema imunitario.
Existem evidéncias de que a COX-2 e subsequente sobre-expressdo de PGE2, resultam num
microambiente tumoral que promove o recrutamento de Tregs e a atenuagdo da resposta imunitéria
normal. Esta resposta a PGE2 néo é surpreendente uma vez que as Treg expressam os recetores EP2
e EP4 e varios estudos demonstram que a utilizacdo de antagonistas para estes recetores inibem a
progressao do cancro. Pensa-se também, que os recetores EP possam estar envolvidos na converséo
de Tregs a partir de células T naive, num processo mediado pela PGE2 [44].

Sabe-se que a COX-2 desempenha um papel importante no que diz respeito a influenciar
outras células com capacidades imunossupressoras durante a progressao tumoral incluindo MDSCs.
Dados obtidos em diferentes estudos sugerem que existem inUmeras vias pelas quais 0 eixo
COX2/PGEZ2 possa influenciar o perfil imunitario do ambiente tumoral. Uma explicacdo para este
facto pode ser devido a influéncia que a PGE2 tem na producdo de citocinas, quimiocinas e fatores

de crescimento tanto a nivel das células cancerigenas bem como nas células imunitarias [44].
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Conclusdo

E certo que provavelmente os AINEs ndo venham constituir uma resposta imediata a
problematica de encontrar uma cura para o cancro. No entanto, vém demonstrar que existem vias
alternativas que ainda podem ser exploradas.

Considerando o papel central da inflamagéo e das prostaglandinas no desenvolvimento e
propagacdo do cancro ndo é de admirar que os AINEs comecem a ser vistos como uma alternativa
terapéutica valida no que diz respeito ao combate ao cancro. No entanto, apesar de toda a
investigacao realizada, continua a ndo haver um consenso quanto ao uso estabelecido desta classe
de farmacos como agentes anti-cancerigenos. Os resultados obtidos em estudos epidemiolégicos e
em ensaios clinicos tanto em animais como em humanos sdo por vezes pouco claros e até
contraditorios. E premente estabelecer protocolos que padronizem certas varidveis (como o tipo de
AINE, a dose ou mesmo a duracdo do tratamento) que permitam obter resultados concisos e
fidedignos que permitam tomar uma deciséo racional quanto ao uso do AINESs neste campo.

Falta também definir qual o mecanismo especifico pelo qual os AINEs atuam a nivel das
células tumorais. Sendo que o cancro ¢ uma doenca multi-factorial € provavel que ndo exista sé
uma via biolégica que defina o mecanismo de acdo destes farmacos. E possivel que os AINEs
atuem de forma diferente dependendo do tipo de cancro e das células onde véo atuar.

Mais do que tornar os AINEs uma resposta Gnica no combate ao cancro é essencial explorar
a ideia de que este possa ser usado em combinacdo com outras terapéuticas, incluindo o nosso
préprio sistema imunitario. Sabendo-se que a via das COX esta envolvida na capacidade do tumor
evadir as defesas do sistema imunitario seria interessante utilizar os AINEs de forma a estimular o
nosso proprio organismo a combater a invasédo das células cancerigenas.

Apesar da relacdo entre o processo inflamatorio, e mais especificamente o papel das
prostaglandinas, e o desenvolvimento e propagacdo tumoral j& ser bastante claro ainda muito
continua por ser esclarecido. Como por exemplo, elucidar o mecanismo especifico pelo qual os
AINEs séo capazes de bloquear o desenvolvimento dos tumores e quais as consequéncias a longo

prazo da sua utilizacdo enquanto agentes antineoplasicos.
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