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Sumario

O cancro é uma patologia que afeta milhares de pessoas em todo o mundo. Em
particular, o cancro da bexiga é a neoplasia que mais frequentemente se verifica ao nivel
do trato urinario. Este carcinoma pode ser distinguido histologicamente em trés tipos —
carcinoma de células transicionais (cerca de 90% dos casos), espinocelular ou

adenocarcinoma, sendo varios os fatores associados.

Tendo em conta que o cancro esta relacionado com alteracdes ao nivel da glicosilacéo,
este trabalho tem em vista a pesquisa de possiveis alternativas de tratamentos,
nomeadamente a imunoterapia baseada em fenémenos de glicosilacdo aberrante, como
por exemplo a producdo de antigénios tumorais a superficie celular de carcinomas, uma
Vez que nem sempre 0s tratamentos convencionais como a quimioterapia, radioterapia,

cistectomia ou imunoterapia baseada em BCG, se mostram completamente eficazes.

Desta forma, avaliou-se resultados obtidos em diversos estudos, na tentativa de analisar
uma possivel terapéutica eficaz ou de, pelo menos, realcar certos fenémenos

importantes para uma futura investigacao.

Em alguns estudos, os antigénios carbohidratados associados a tumor (TACAS)
mostraram resultados positivos, podendo vir a ser um alvo de bastante interesse na

imunoterapia relacionada com o carcinoma da bexiga.

Palavras-chave: Acidos sialicos, Cancro, Carcinoma da Bexiga, Glicosilaco aberrante,
Hidratos de carbono, Lectinas, Lewis, Mucinas, TACAs, Thomsen-Friedenreich,

Imunoterapia.



Abstract

Cancer is a disease that affects millions of people worldwide. In particular, the bladder
cancer is the most frequently cancer that occurs at the urinary tract. This carcinoma can
be histologicaly distinguished in transitional cell carcinoma (90% of cases), squamous

cell carcinoma and adenocarcinoma, having several factors associated.

Taking into account that cancer is related to changes in glycosylation, this work is
aimed at the search of possible alternative treatments, including immunotherapy, based
on aberrant glycosylation phenomena, such as the production of tumor antigens on the
cell surface of carcinoma, because not always conventional treatments like
chemotherapy, radiotherapy, cystectomy or BCG immunotherapy, show complete

efficacy.

Thus, it was evaluated results of various studies, in an attempt to examine a potential
effective therapeutic or, at least, enhance certain important phenomena for further

investigations.

In some studies, tumor-associated carbohydrate antigens (TACAs) showed positive
results, making TACAs a target of great interest in immunotherapy in bladder cancer.

Keywords: Sialic acids, Cancer, Bladder Cancer, Aberrant Glycosylation,
Carbohydrates,  Lectins, Lewis, Mucins, TACAs, Thomsen-Friedenreich,

Immunotherapy.
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CAPITULO I: INTRODUCAO

O cancro é uma patologia que tem sido alvo de elevado interesse dado o nimero de
pessoas que sdo afetadas em todo 0 mundo. Assim, inimeros estudos sao realizados de

forma a melhorar a sua detecéo e, finalmente, encontrar a sua cura.

O cancro caracteriza-se por ser uma doenca a nivel do genoma das células, devido a
mutagdes que ocorrem no cddigo genético. Desta forma, as células comecam a crescer
de forma desregulada, resistindo a morte celular. Adicionalmente, tém a capacidade de

migrar para outras areas do corpo e formar novos tumores (metastases).

Os hidratos de carbono séo as moléculas organicas mais abundantes na natureza e quase
todos os organismos 0s sintetizam e metabolizam. Situam-se ao nivel da membrana
celular e a sua variabilidade estd relacionada com certas caracteristicas como a
capacidade de formar diferentes tipos de ligacBes glicosidicas, caracteristicas
moleculares, o tipo de ligagdo estabelecida, a posicdo e a auséncia ou presenca de
ramificacOes (Ghazarian et al., 2011). Estes desempenham fungdes importantes na
célula como a sua estabilizacdo mecanica, ligacdo célula-célula ou célula-matriz
extracelular, divisao celular (Kartal et al., 2011), sinalizacdo celular, resposta imune do

hospedeiro, metastizacao e rigidez da membrana (Ghazarian et al., 2011).

Estas funcGes normais estdo visivelmente modificadas na presenca de cancro, gracas a
um processo de glicosilagdo aberrante, onde ocorrem alteragdes ao nivel da biossintese
do glicano (hidrato de carbono), como a expressao de glicosiltransferases e glicosidases.
A expressdo aberrante destas enzimas faz com que a as células cancerosas produzam
glicolipidos e glicoproteinas com glicanos modificados. Estas diferencas entre as células
normais e cancerosas, permitem usar os hidratos de carbono como biomarcadores para o

diagndstico e tratamento de cancro (Meany e Chan, 2011).

Com a glicosilacdo aberrante forma-se os TACAs que sdo antigénios carbohidratados
associados a tumor. Um estudo realizado por Therkildsen et al. (1995) verificou a
acumulacdo de antigénios T e antigénios T sialilados no citoplasma, membrana e

mucina, de diferentes tipos de tumores, com excecéo de carcinomas em células acinares.

Estes antigénios sdo os antigénios Thomsen-Friedenreich, pertencentes a um grupo

biossinteticamente ligado a hidratos de carbono (Cao et al., 1996). Também os
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antigénios de Lewis tém mostrado estar relacionados com alguns tipos de cancro sendo

igualmente usados como biomarcadores (Ramsland et al., 2004).
O presente trabalho foi direcionado para o cancro da bexiga.

Existem trés tipos de cancro de bexiga: carcinoma de células de transicao, carcinoma de

células escamosas e adenocarcinoma (National Cancer Institute, 2011).

A este estdo associadas vérias causas como o fumo do cigarro (Moore et al., 2004), a
exposic¢do quimica no trabalho, quimioterapia, radioterapia, infeccdes na bexiga, assim
como a prépria dieta (Garcia-Closas et al., 2007). Segundo Badawi (1996), este género
de carcinoma é o mais comum em paises tropicais e subtropicais, sendo, neste caso,

associado a infecdo por schistosomiases endémicas (por Schistosoma haematobium).

O tratamento deste tumor, depende da fase em que 0 mesmo se encontra, podendo
envolver desde a cirurgia, a quimioterapia, ou a imunoterapia. Nesta ultima englobam-
se as vacinas, estudadas ha ja alguns anos, mas cujo interesse tem vindo a aumentar
atualmente, no sentido de se conseguir desenvolver uma vacina eficaz para o tratamento

do cancro.
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CAPITULO II: O CANCRO
2.1) Definicao

O cancro é uma patologia genética que resulta do acumular progressivo de mutacGes ao
nivel do genoma das células. Ao longo do tempo, estas células podem alcancar

capacidade de invasdo e metastizacao.

A malignidade do tumor depende de varios fatores como por exemplo, a motilidade e
capacidade de invaséo das células tumorais através da matriz pericelular e da membrana
basal, da adesdo de células tumorais a células alvo, a angiogénese num meio de células
tumorais e a suscetibilidade de apoptose das células tumorais (Masaya e Hakomori,
2004).

2.2) Epidemiologia

O estudo epidemioldgico pode contribuir substancialmente para o conhecimento da
origem do cancro. Para além dos estudos de incidéncia e mortalidade — epidemiologia
descritiva — também se podem analisar as causas do cancro em funcdo destas mesmas

variaveis (incidéncia e mortalidade) — epidemiologia analitica.

A identificacdo de individuos que estejam em maior risco de cancro é uma etapa de
elevada importéncia para a sua prevencdo (Hussain e Harris, 1998). Assim, torna-se
imprescindivel a avaliacdo dos potenciais fatores de risco.

Tal como em outras doencas, estdo associados ao cancro fatores genéticos e ambientais,
havendo interacdes entre ambos, com consequente potenciacdo de efeitos. Estas
interacOes variam ndo so entre os individuos mas, também, ao longo da vida do proprio
individuo (Wild et al., 2001).

Os fatores genéticos englobam genes com elevada penetréncia, em que a doenca se
manifesta em quase 100% dos individuos com o alelo de risco. Em genes com baixa
penetréncia, este risco ja ndo se encontra tdo aumentado. Estes podem incluir
polimorfismos ao nivel dos genes que codifiguem para o metabolismo do agente
carcinogénico e enzimas de reparagdo do DNA, assim como citoquinas e enzimas que

atuem no metabolismo das hormonas sexuais (Wild et al., 2001; Balmain et al., 2003).
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O retinoblastoma € o exemplo mais flagrante do papel da hereditariedade. Cerca de 40%
dos retinoblastomas sdo situacdes familiares. A predisposicdo para este tumor mostra
um padrdo autossémico de hereditariedade. Portadores deste gene (mutado na linha
germinal) tém um risco 10000 vezes superior de desenvolver a doenca (usualmente
bilateral) do que os que ndo o tém. (Cotran, R. Kuman, V. Collins, T. Pathological basis
of disease. 6" ed. Saunders Company. 1999)

Os fatores ambientais englobam ndo s6 os fatores ndo-genéticos, assim como genéticos,
uma vez que nos fatores genéticos o conceito de penetrancia também se aplica a nivel
ambiental e penetrancia ambiental também depende de fatores genéticos e ambientais
(Wild et al., 2001). Por exemplo, no caso de um individuo herdar um gene mutado que
estd envolvido na excisdo de nucleétidos na reparagdo de xeroderma pigmentoso, 0
risco de cancro da pele estd aumentado se estiver exposto a luz ultravioleta. Assim, a

protecdo a luz solar torna-se numa forma de prevencédo (Hussain e Harris, 1998).

Nos ultimos anos, a area da epidemiologia foi capaz de identificar varios fatores de
risco ambientais para determinados cancros, como risco ocupacional, tabaco, radiacao

ionizante em elevados niveis e infe¢Oes especificas (Wild et al., 2001).

O cancro é, entdo, uma patologia que pode se pode desenvolver em varios sistemas do

organismo.

Segundo Kelly e Duggan (2002), o cancro gastrico é a segunda causa mundial de
mortalidade, apesar de ter vindo a diminuir, seguindo-se o cancro do pulmédo. No
entanto, em paises desenvolvidos, como os EUA, tem ocorrido um aumento do nimero
de casos de cancro gastrico, e uma maior incidéncia em pessoas de raca branca. Dentro
dos possiveis fatores encontram-se a infecdo por H. pylori, associacdo desta com
linfoma gastrico Ndo-Hodgkin, cirurgia gastrica, Ulcera péptica, fatores dietéticos, frutas

e vegetais, sal, radiacdo ionizante, tabaco e alcool.

Quanto ao cancro do ovario, em 1998 no Estado de Minnesota, estimava-se que 25000
mulheres teriam cancro do ovario e que, 14500 acabariam por morrer. Esta elevada taxa
de mortalidade deve-se para além dos fatores associados, a falta de testes de triagem
para um diagnostico precoce. Varios estudos concluiram que uma elevada paridade e
histerectomia protegiam contra o cancro, assim como 0 uso de contracetivos (Beard et
al., 2000; Ristow et al., 2006).
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Um outro tipo de cancro é o cancro da laringe. Este é 0 segundo cancro respiratério
mais comum depois do cancro do pulméo, e a sua incidéncia tem vindo a aumentar em
todo o mundo, mais no sexo masculino que feminino. O aumento do nimero de casos
estd associado a factores como tabaco, alcool, factores dietéticos e nutricionais,

exposicao a quimicos como gas mostarda e acido sulfdrico (Cattaruzza et al., 1996).

Também a neoplasia colorectal tem factores dietéticos associados, assim como, casos
com doenca inflamatdria intestinal e presenca de pdlipos contribuem para o
desenvolvimento desta patologia. Estas lesdes afectam em mais de 30% da populacdo

de meia-idade e idosos, na Europa Ocidental (Matthew et al., 1997).

Em paises desenvolvidos, a segunda principal causa de morte nos homens € o cancro da
préstata. O nimero de casos aumenta com a idade, mais que em qualquer outro tipo de
cancro. Em cada ano 232090 casos nos EUA e 237800 na Europa séo detectados.
Quanto a mortalidade, cerca de 30350 nos EUA e 85200 homens na Europa morrem
com cancro da prostata. Assim, tendo em conta estes ndmeros, é necessario um
diagnostico o mais cedo possivel e tratamento adequado, como a radioterapia ou

cirurgia radical (Hessels et al., 2005).
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CAPITULO I1l1: CANCRO DA BEXIGA
3.1) Epidemiologia

O cancro da bexiga é uma das neoplasias mais comuns, principalmente ao nivel dos
paises desenvolvidos, estando em sétimo lugar no ranking mundial para os homens e em
décimo sétimo para as mulheres (Colombel et al., 2008). No entanto, a sobrevivéncia de

mulheres com este cancro € menor relativamente aos homens (Kirkali et al., 2005).

Em 2008 estimou-se a ocorréncia de 386300 novos casos de cancro da bexiga e 150200
mortes. A maior incidéncia verifica-se no Egito, com a ocorréncia de 37 casos por
100000 habitantes. J& em Franga, no ano de 2000, registou-se cerca de 10700 novos
casos, em que 3,5% é a percentagem de mortes por cancro da bexiga. Em Marrocos este
tipo de carcinoma foi o sexto mais diagnosticado no ano de 2005 (Ismaili et al., 2011).
Nos Estados Unidos estima-se que haja 70530 novos casos e 14680 mortes por ano
(Costantini e Millard, 2011).

Em Portugal, mais propriamente na Regido Norte do pais, foram diagnosticados 3984
casos de cancro da bexiga, entre 2000 e 2006, com uma taxa de sobrevivéncia relativa
global de 75,9%, para uma média europeia de 72,4% (RORENO, 2011).

Apesar desta patologia poder ocorrer em pessoas jovens, mais de 90% dos casos ocorre
em pessoas com idade superior a 55 anos (ilustracdo 1; Colombel et al., 2008). A taxa

de sobrevivéncia tem sido cada vez maior, gracas a continua pesquisa de terapéuticas,

vigilancias e avancos no que respeita ao diagnostico (Plattner et al., 2008).

lustracdo 1: Taxa de incidéncia (por 100 000) do cancro da bexiga nos homens (a) e nas mulheres (b)
(Colombel et al., 2008).
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3.2) Classificacdo do Cancro da Bexiga

O cancro da bexiga pode ser distinguido em trés tipos, tendo em conta o tipo de células
envolvidas: carcinoma das células de transicdo, carcinoma das células escamosas

(epidermoide) e adenocarcinoma (National Cancer Institute, 2011).

O carcinoma de células transicionais € o mais comum correspondendo a cerca de 90%
dos casos (National Cancer Institute, 2011). Este género de carcinoma aparece mais
raramente em individuos jovens, com uma taxa inferior a 1% nas primeiras 4 décadas de
anos de vida, sendo um assunto alvo de debate por parte de investigadores, na tentativa
de saber se pacientes mais jovens tém melhor prognéstico que mais velhos
(Yossepowitch e Dalbagni, 2002).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2004 realizou algumas mudancas no que
respeita a classificagdo dos cancros da bexiga. Este sistema de classificacdo é
recomendado para uso de rotina. Assim, o termo “urotelial” é apenas usado quando se
pretende referir a tumores que derivam do revestimento epitelial da bexiga e ndo como
proposto anteriormente, em 1999, o uso de “urotelial” ou de transi¢do, pois o urotélio é

unico e ndo representa transicdo de um tipo de célula para outra (Humphrey, 2004).

O carcinoma epidermoide comeca nas células escamosas, as quais, morfologicamente se
caracterizam por serem finas e planas e formam-se na bexiga apés infe¢do ou irritacao

prolongada (National Cancer Institute, 2011).

Finalmente, o adenocarcinoma ocorre nas células glandulares, que também se formam
na bexiga apds um longo periodo de irritagdo ou inflamacéo (National Cancer Institute,
2011). Surgem em dois locais comuns: na area basal da bexiga, que inclui o trigono e as
paredes laterais adjacentes, e na clpula da bexiga (Dandekar et al., 1997). Estes tumores
sdo mais comuns em homens que em mulheres, e atinge idades similares ao carcinoma
urotelial (Young e Eble, 1991).

Os dois ultimos tipos de cancro sdo menos comuns e ocorrem em aproximadamente 5%

e 1% dos cancros da bexiga, respetivamente (Colombel et al., 2008).

Tendo em conta a forma de crescimento e 0 seu comportamento bioldgico, o0 cancro

pode ser classificado em superficial e invasivo. A maioria dos carcinomas sao
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superficiais (ndo invasivos) e s6 por vezes sofrem evolugdo para invasivo (Kawamura et
al., 2001).

Os carcinomas ndo invasivos podem ainda ser diferenciados em baixo grau e alto grau,
tendo um comportamento biologico diferente e o seu progndstico difere consoante o
status do paciente. Esta classificacdo baseia-se na identificacdo de alteracOes
moleculares, uma vez que, tratando-se de baixo grau, o tumor é geneticamente estavel,

ao contrario de um caso de alto grau, sendo geneticamente instavel (Guey et al., 2010).
3.3) Fatores de Risco

O fumo do tabaco é um dos mais importantes fatores de risco, estando na origem de
50% dos casos nos homens e 35% nas mulheres. Os fumadores vém o seu risco de
cancro de bexiga acrescido em 2 a 4 vezes mais que 0s ndo fumadores, e este risco
aumenta com a intensidade e duracdo do habito de fumar. Caso se deixe este habito, o
risco de cancro decresce cerca de 30% ap6s 1 a 4 anos e 60% apds 25 anos (Colombel et
al., 2008).

Um estudo realizado por Moore et al. (2004), na Argentina, mostra a relacdo entre o
tabaco e o risco de cancro da bexiga. Foram estudados polimorfismos nos genes
GSTM1/GSTTL1 e, também, nos genes MTHFR e NQOL1, incluindo as duas variantes do
gene MTHFR: a variante T no nucle6tido 677 e a variante C no nucle6tido 1298. Estes
polimorfismos mostraram-se protetores para 0 cancro da bexiga quer em fumadores,

quer em ndo fumadores.

Neste estudo, o polimorfismo no gene NQO1, na posicdo 609, no exdo 6, foi estudado
na relagcdo com o cancro da bexiga e interagdo com o tabaco. Sabe-se que este gene
protege contra 0 agente carcinogénico benzopireno (componente do fumo do tabaco),
protege as células de sofrerem oxidacdo e previne a formacdo de espécies reativas de
oxigénio. Ora, a existéncia de polimorfismo no exao 6 vai diminuir a atividade do gene
NQO1 e aumenta o risco de cancro. Verificou-se, entdo, uma relacdo entre o gendétipo

do NQOL1 e o fumo do tabaco para o risco de aparecimento de cancro da bexiga.

Estudou-se ainda a relagdo entre o metabolismo do carbono e o cancro da bexiga. Este
metabolismo pode por um lado intervir nas reacdes de sintese de purina e timidina e,
por outro, na producdo de metionina e S-adenosilmetionina (SAM) para a sintese de

proteinas e poliaminas, e reacGes de metilacdo. Verificou-se que individuos com
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variantes polimérficas de MTHFR tinham um baixo risco de ter cancro da bexiga. A
reduzida atividade do alelo TT677 est4 associado a uma diminui¢do de riscos de cancro,
mas também a um risco aumentado para outros tipos de cancro, onde se encontra os do
trato urinario. Isto pode dever-se a um fraco processo de metilacio de DNA,
promovendo a carcinogénese e, por outro lado, a reducdo dos riscos pode dever-se a
uma maior disponibilidade de substrato por MTHFR, para a sintese de DNA.

Quanto ao gene GSTM1 e GSTT1, é responsdvel pela desintoxicacdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, presentes, neste caso, no fumo do tabaco. No
presente estudo verificou-se riscos acrescidos para fumadores portadores do gendtipo
nulo GSTM1/GSTTL, relativamente a fumadores com geno6tipo ativo correspondente.
Descobriu-se que o gendtipo nulo GSTML1 esté associado a um aumento global de 40 a

50 % de risco de cancro na bexiga.

Sao varios os estudos que associam a exposi¢cdo de aminas aromaticas, 2-naftilamina e
arilaminas e o aparecimento de cancro da bexiga. Existe um longo periodo de laténcia
entre a exposicdo inicial e o subsequente desenvolvimento deste tipo de tumor.
Tipicamente, apesar de algumas excec¢des, sdao necessarios 15 a 40 anos para a sua
manifestacdo ap6s o primeiro contacto com estes agentes carcinogénios. Assim,
profissfes nas quais a exposicao a estes carcinogénio é aumentada, terdo maior risco de
desenvolver cancro da bexiga. Sdo elas: pintores, trabalhadores em produtos que usam
aminas aromaticas, camionistas e trabalhadores em industrias de peles, borracha, tintas e

aluminios (Landman et al., 1998).

Estes potenciais fatores de risco devem-se principalmente ao facto de ocorrer
polimorfismos nos genes GSTM1 e NAT2 nesta neoplasia. O gene NAT2 é um gene
que codifica para a enzima 2 N-acetiltransferase, a qual assume funcbes na
desintoxicagdo de aminas aromaticas por mecanismos de N-acetilagéo ou O-acetilacéo.
Ja 0 gene GSTM1 codifica a enzima glutationa S-transferase M1, que esta responsavel
pela desintoxicacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos e espécies reativas de
oxigénio. O polimorfismo e a diminui¢cdo da atividade destas duas enzimas alteram a
associacdo entre ingestdo de alimentos com compostos carcinogenicos, COmo aminas
heterociclicas (HCA) e ingestdo de antioxidantes com o risco de cancro da bexiga.
Ainda no mesmo estudo, verificou-se que a ingestdo de vitaminas B12, B6, B2 e retinol

diminuiam o risco de cancro, assim como um elevado consumo de vitamina C, vitamina
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E e carotendides, uma vez que estes compostos sdo antioxidantes e quimiopreventivos,
estando, assim, relacionados com uma diminuicdo dos niveis de aductos de DNA na
bexiga. Para aléem destes compostos, as frutas e vegetais contém ainda fitoquimicos,
substratos que podem induzir a enzima glutationa transferase. Desta forma, em
individuos com gendtipo nulo para GSTML1, seria benéfico o consumo destes alimentos
(Garcia-Closas et al., 2007).

3.3.1) Outros Fatores de Risco

A possivel relacdo entre risco de cancro da bexiga e café tem vindo a ser estudada. Os
resultados obtidos indicam uma associacdo positiva fraca, sendo entdo considerados
ainda inconsistentes. Estes resultados podem ser devidos a residuos do fumo do tabaco,
ja que beber café e fumar estdo fortemente associados ou também porque as pessoas

com risco elevado de ter cancro da bexiga ingerem mais café (Kirkali et al., 2005).

Recentemente, um grupo de investigacdo do cancro da prostata (Cancer of the Prostate
Strategic Urologic Research Endeavor (CaPSURE)), constatou um aumento de
incidéncia do cancro da bexiga em homens com cancro da prostata, tratados com
radioterapia (Colombel et al., 2008). Este fator de risco também foi detetado num outro
estudo caso-controlo de cancro da bexiga em mulheres que tinham recebido tratamento
para o cancro do ovario. O risco de cancro da bexiga encontra-se aumentado em
mulheres que receberam radioterapia e quimioterapia, do que em mulheres tratadas
cirurgicamente. Em pacientes em que ambos os métodos foram adotados, o risco

apresenta-se muito maior (Kirkali et al., 2005).

O cancro da bexiga estd também associado a infecGes por Schistosoma haematobium.
Este parasita encontra-se no topo das infecOes transmitidas pela 4gua e pode causar
doencas como cistite, Ulceras intestinais e vesicais, fibrose hepética, hipertenséo portal,
hepatoesplenomegalia, hidronefrose e, entdo, o cancro da bexiga. Neste caso hd uma
clara evidéncia da incidéncia de carcinoma do tipo espinocelular, contrariamente ao
carcinoma de células transicionais. Pode ocorrer em toda a bexiga, mas raramente

ocorre no trigono (Badawi, 1996).
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3.4) Sintomas

Os sintomas associados ao cancro da bexiga séo variados. Entre eles encontram-se a dor
abdominal, presenca de sangue na urina (hematdria), fragilidade e dores nos 0ssos,
dores nas costas, fadiga, dor/dificuldade ao urinar (disdria), frequéncia urinaria
(polaquidria), incontinéncia e perda de peso (National Cancer Institute, 2001;
MedlinePlus, 2011). E importante distinguir bem estes sintomas, uma vez que sio
comuns a outras patologias e podem induzir a falsos diagndsticos, como por exemplo a

presenca de sangue na urina no cancro do colo do Utero.
3.5) Diagndstico

Em 1968, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estabeleceu os quatro principais
principios para a detecdo precoce da doenca: a) a condicdo patoldgica em causa deve ser
considerada um importante problema de saude; b) deve haver um teste/exame adequado,
valido, confiavel, barato, facil e de répida execucdo; c) a eficacia desse mesmo teste
deve ser satisfatoria tendo em conta parametros como a sensibilidade, especificidade e
valor preditivo positivo; d) o historial natural da doenca deve ser devidamente
compreendido (Kirkali et al., 2005).

Como visto anteriormente, a classificagdo do cancro consiste na avaliacdo das
informacdes clinicas e histopatoldgicas, baseada no tecido originario do tumor. Mas,
esta avaliacdo € subjetiva, podendo ser incompleta ou mesmo enganosa, para além de
que existem varias morfologias do cancro e muitos tumores sdo atipicos. Estas
dificuldades podem conduzir, em alguns casos, a um diagnostico confuso, sendo

importante o pedido de uma segunda opinido (Ramaswamy et al., 2001).

A cistoscopia é uma técnica que permite a observacdo da bexiga através de uma sonda
(cistoscopio). E um procedimento relativamente rapido, pouco traumatico, necessitando
apenas de anestesia local. Permite a identificacdo de quase todas as lesdes papilares e,
por este motivo, é um método confiavel e usado rotineiramente para o diagnostico do
cancro da bexiga. No entanto, ndo deixa de ser um procedimento invasivo, causando
algum desconforto nos pacientes (Simon et al., 2002). De forma a reduzir o nimero de
cistoscopias, testes urinarios podem ser realizados para que seja possivel a detecdo de

recorréncias antes de os tumores se tornarem grandes e numerosos (Babjuk et al., 2011).
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A descricdo cistoscopica deve incluir o local, o tamanho, o nimero e a aparéncia
(papilar ou sélida) dos tumores, assim como a descricdo de irregularidades das mucosas
(Babjuk et al., 2011).

A citologia é uma técnica utilizada quando se pretende detetar células do epitélio de
transicdo no cancro da bexiga. Este método caracteriza-se por uma elevada sensibilidade
e especificidade para a detecdo de tumores de elevado grau. A desvantagem é que para
tumores de baixo grau apresenta fraca sensibilidade, sendo apenas um método auxiliar a

cistoscopia (Simon et al., 2002).

Os métodos de diagnostico ndo invasivos possuem varias aplicacdes e cada um deve ser
analisado individualmente. Podem ser usados no screening de individuos do grupo de
alto risco, no suporte de diagnéstico e prevencdo de recorréncias, e, principalmente,
para diminuir o recurso a métodos invasivos, permitindo uma melhoria da qualidade de

vida do paciente (Simon et al., 2002).

O diagnostico molecular € um método que se tem vindo a mostrar ser objetivo, preciso e
de classificacdo sistematica de cancros. No entanto, ndo pode ser aplicado a todos os
tipos de cancro ja que ainda ndo foram identificados todos os marcadores moleculares
(Ramaswamy et al., 2001) e apesar de a maioria deste tipo de testes ter melhor
sensibilidade que a citologia, a sua especificidade € baixa (Babjuk et al., 2011).

A citometria de fluxo ¢ um dos possiveis métodos de diagndéstico, ndo-invasivos, do
cancro da bexiga. Esta técnica baseia-se no uso de amostras citoldgicas da bexiga e um
corante fluorescente metacromatico (laranja de acridina), de forma a ser possivel marcar
0 DNA, o RNA e o tamanho dos nucleos no epitélio, sendo a quantidade de corante
proporcional ao tamanho e a quantidade de DNA e RNA presente (Collste et al., 1980;
Palmeira et al., 2007). A utilizacdo da citometria de fluxo permite a diferenciagdo das
células epiteliais benignas da bexiga, a partir de células escamosas e granuldcitos. Os
dados obtidos com esta técnica sdo de carécter objetivo e fornecem informacdes para
um grande nimero de células em poucos minutos e sem grandes complicacdes no seu

procedimento (Collste et al., 1980).

A existéncia de um tumor na bexiga comprova-se ou pela presenca de subpopulagdes

distintas de células com conteGtdo de DNA aneupldide, ou pela auséncia destas
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subpopulacdes celulares, mas um aumento do nimero de células epiteliais de transi¢do

com mais do que um contetdo de DNA diploide (Collste et al., 1980).

A survivina é uma proteina inibidora da apoptose. Esta ndo é detetada na maioria dos
tecidos normais, sendo expressa na presenca de cancro. E baseada nesta sobexpressdo
que a survivina pode ser utilizada como um marcador molecular no cancro,
nomeadamente no cancro da bexiga, em que se pretende métodos de diagnostico
simples, ndo invasivos e procedimentos simplificados. A detecdo da survivina é um
método baseado em anticorpos e que consiste na filtracdo de amostras de urina numa
membrana de nitrocelulose, através de um aparelho de microfiltracdo. A confirmacao é
realizada através do Western blot, analisado para verificar a presenca ou ndo de
survivina, usando um anticorpo policlonal. Neste estudo, a sensibilidade do teste da
survivina para a urina de individuos com cancro da bexiga ou recorrentes, foi de 100% e
a sua especificidade para outras doencas do trato genitourinario neoplasicas ou nédo
neoplésicas, foi de 95%. No entanto, estes valores variam consoante a populacdo em
estudo (Smith et al., 2001).

Foi desenvolvido um teste, o (UCB)-ELISA Test®, que consiste na analise quantitativa,
em duas etapas, demorando cerca de duas horas. Tem como objetivo a detecdo das
citoqueratinas 8 e 18 na urina. As citoqueratinas sdo proteinas dos filamentos
intermediarios presentes nas células epiteliais. Estas podem expressar citoqueratinas
diferentes e quando h&a uma expressdo exagerada de determinados tipos pode ter como
origem a presenga de cancro da bexiga. Este teste mostrou uma elevada sensibilidade,
comparando com a citologia, 82% e 61%, respetivamente. Ja& o0s valores de
especificidade ndo diferem muito (83% e 87%) (Simon et al., 2002).

A hibridizac&o in situ de fluorescéncia (FISH) também pode ser usada como um meio
para detecdo de células cancerosas na bexiga. Esta tem mostrado uma maior
sensibilidade, assim como especificidade, relativamente a citologia e citometria de fluxo
na detecdo do cancro da bexiga. O teste UroVysion Vysis (Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL) tem a capacidade de detetar um aumento anormal do numero de cépias dos
cromossomas 3, 7 e 17 e perdas do locus p16 em 9p21, presentes em tumores de baixo
grau (Konety, 2006).
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Nenhum teste pode substituir a cistoscopia. A citologia urindria ou os marcadores
podem, entdo, ser usados como um adjuvante a cistoscopia, de forma a ser possivel a
detecdo de tumores ndo detetados por esta técnica. Assim, deve ser usado um método
com elevada sensibilidade e especificidade para tumores de alto grau (Babjuk et al.,
2011).

Apos a realizacdo dos primeiros testes de diagnoéstico e se estes confirmarem a presenca
de cancro na bexiga, outros testes deverdo ser realizados para verificar a extensédo do
tumor e assim fazer uma avaliacdo segundo a classificacdo “TNM”. Este sistema de
classificacdo baseia-se na extensdo do tumor primario (T), na condicdo dos nodulos
regionais (N) e na auséncia/presenca de metastases (M). Este estudo anatomopatoldgico
tem como objetivo auxiliar o clinico na decisdo sobre qual o tratamento adequado, no
prognostico mais acertado, na avaliagdo dos resultados obtidos pelo tratamento
aplicado, bem como facilitar a comunicacdo de informac6es e ajudar a investigacdo
continua do cancro. No fundo, € um sistema universal que permite a transmissdo de

informac0es, ausente de ambiguidade (Skinner, 1977).

Na ilustracdo 2 encontra-se a classificacdo TNM utilizada, segundo Bostrom et al., 2010
e na ilustracdo 3 um esquema deste sistema de classificacdo e efeitos nos tecidos da

bexiga; Knowles, 2005.

Description Comments and additional information
T: Primary tume
I'x Primary tumor cannot be assessad -
o No evidence of primary tumer -
Ta Noninvasive papillary tumor -
Tis Carcinoma in situ, “flat tumor*” -
n Invades subepithelial connective tissue Several additional substaging proposed [10-14)
T2 T2a Invades inner half of muscle layer T2a vs T2b substaging is suggested te be of nc additional value if cases are
T2b Invades outer haif of muscle layer controlled for nodal status [16-18]. Size of T2 tumors suggested te be a
prognostic factor (18]
I3 T3a Invades perivesical tissue microscopically T3a vs T3b substaging is suggested to be of nc additional value if cases are
I3b Invades perivesical tissue macroscopicelly concrolled for node status [18-21]
T4 T4a invades prostate or uterus/vagina Prostatic srromal Invasion criteria needed for T4a staging [30]
T4b Invades pelvic or abdominal wall -
N: Lymph nodes
Nx Lymph nodes cannot be assessed Other proposed node staging classification proposed:
NO No regional lymph node metastasis
N1 Metastasis in singie node g2 cm Node density [23.24)
N2 Single [2-5 cm) or muitiple nodes Aggregate lymph node metastasis dlameter [26]
(<5 cm) affected
N3 Metastasis in node >5¢cm
M: Distant metastasis
Mx Distant metastasis cannot be assessed -
MO No distant metastasis -
M1 Diszant metastasis -

lustragdo 2: Classificacdo TNM do cancro da bexiga (Bostrom et al., 2010)
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papillary
carcinoma
limited to
lamina propria

llustracdo 3: a) Esquema do sistema de classificagdo TNM; b) Urotélio normal; c) Células
desorganizadas (displasia), elevado grau; d) Tumor papilar superficial de baixo grau; e) Tumor de
elevado grau com invaséo do tecido muscular (m) (Knowles, 2005).

Segundo a fonte MedlinePlus (2011) e a American Cancer Society (2011), a escala
utilizada tem as seguintes caracteristicas: 0 (Ta, NO, Mo) — tumores ndo invasivos,
também chamados de carcinoma in situ. O tumor est4d confinado & camada de
revestimento interno da bexiga, ndo invadindo o tecido conjuntivo ou muscular, nem se
espalha pelos nddulos linfaticos e zonas mais distantes; | (T1, NO, MO) — o tumor cresce
na camada de tecido conjuntivo que esta sob a camada de revestimento da bexiga, mas
ndo atinge a camada muscular. Também ndo se verifica metastizacdo para nodulos
linfaticos e locais distantes; Il (T2a/T2b, NO, MO) — o tumor atinge a camada muscular,
mas ndo a passa totalmente, ndo atingindo o tecido adiposo que envolve a bexiga. Nao
se espalha para nodulos linfaticos ou zonas distantes; 111 (T3a/T3b/T4a, NO, M0) — o
tumor invade a camada muscular e atinge o tecido adiposo que envolve a bexiga.
Também se pode metastizar para a préstata, Gtero ou vagina. Ndo ha crescimento na
parede pélvica ou abdominal, nem se espalha para nédulos linfaticos e locais distantes;
IV (T4b, NO, MO ou qualquer T, qualquer N, M1) — o tumor ou cresce através da parede
da bexiga e na parede pélvica ou abdominal e ndo atinge nodulos linfaticos e locais
distantes, ou entdo, espalha-se para os nddulos linfaticos e locais distantes como 0ssos,

figado e pulmdes, ou seja, correspondendo a doenca metastatica.

Aproximadamente 5% dos pacientes com cancro da bexiga apresentam metéstases no
momento do diagndstico (Fletcher et al., 2011). Os locais mais comuns de aparecimento
de metastases englobam os nddulos linfaticos regionais, 0ssos, pele, pulmdes, figado,
cérebro e, menos recorrente, meninges, vagina e 06rgdos da cavidade peritoneal
(Raghavan, 2000).
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O tratamento € finalmente decidido e realizado segundo estas avaliages.

O risco de recorréncias pode ser previsto segundo dados clinicos e patolégicos, e
depende de fatores como: o nimero de tumores presentes no momento de diagndstico, a
taxa de recorréncia no periodo anterior (em 3 meses), o tamanho do tumor (quanto
maior for, maior o risco de recorréncia) e o grau de anaplasia de tumor (Oosterlinck et
al., 2002).

3.6) Tratamento

3.6.1) Cistectomia Radical

A cistectomia radical é o tratamento padrdo na maioria dos paises, em pacientes com
cancro da bexiga do tipo invasivo (Nieuwenhuijzen et al., 2005), e a sua escolha é
baseada em exames de cistoscopia e biopsia. De um modo geral, cerca de 94% dos
pacientes sujeitos a cistectomia radical apresentam tumores na bexiga de elevado grau
(Stein et al., 2001).

Esta cirurgia pode incluir para além da remocdo da bexiga, a remo¢do de 6rgdos
adjacentes como a prostata e vesiculas seminais no homem, e o utero na mulher. A parte
distal da uretra também pode ser removida, 0 que tem sido alvo de alguma controvérsia.
A dissecacdo regional dos nodulos linfaticos também € realizada, os quais fornecem

informacdes importantes (Oosterlinck et al., 2002).

O interesse em promover a qualidade de vida dos pacientes tem aumentado, de maneira
que se comegou a dar importancia a tratamentos que promovam a preservacao da
bexiga, estando a cistectomia reservada a pacientes mais jovens e sem doenca associada
(Oosterlinck et al., 2002).

3.6.2) Quimioterapia

A quimioterapia € um método de tratamento que tem sido usado desde ha mais de 40
anos no cancro da bexiga metastatico (Raghavan, 2000), tendo como principais
objetivos o alivio dos sintomas, melhorar a qualidade de vida, assim como, a

sobrevivéncia dos pacientes (Ismaili et al., 2011).

A utilizacdo da quimioterapia como neoadjuvante, isto €, pré-cirdargica, tem sido um

protétipo muito presente na area da oncologia, constatando-se melhorias nas taxas de
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cura de alguns cancros. No entanto, em cancros do trato genitourinario estas melhorias
sdo mais lentas. Este género de quimioterapia € vantajoso na medida em que permite o
tratamento precoce de micrometastases sistémicas, a reducdo do estado patologico da
doenca primaria e regional e uma avaliacdo da quimiosensibilidade in vitro. Ao mesmo
tempo evita atrasos no tratamento sistémico devido a complicag6es do pds-operatdrio, o
que tem elevada importancia no cancro da bexiga, dado que cerca de 58% dos pacientes
podem ter estas complicacbes ap0Os cistectomia radical, ndo permitindo, assim, a

administracdo adequada de quimioterapicos (Constantini e Millard, 2011).

Uma outra possibilidade de tratamento sistémico de individuos com cancro da bexiga
através da quimioterapia, € a quimioterapia adjuvante, ou seja, pds-operatdria. Esta
permite uma maior eficacia na remocdo do tumor maligno e alivio dos sintomas, ao
mesmo tempo que permite a avaliacdo da extensdo do tumor, que muitas vezes é

imprecisa (Constantini e Millard, 2001).

Os tumores das células transicionais (TCC) da bexiga apresentam sensibilidade aos
agentes quimicos. No entanto, a utilizacdo de apenas um agente ndo fornece respostas

favoréveis (Ismaili et al., 2011).

A cisplatina ¢ um dos farmacos mais ativos e que permite obter uma maior taxa de
resposta global. Na ilustracdo 4, encontram-se outros farmacos que também sdo ativos
no tratamento de tumores, como por exemplo a carboplatina. Esta ndo apresenta tdo boa
eficacia como a cisplatina, mas tem a vantagem de ser de facil administracdo e melhor
tolerada. Também a gemcitabina pode ser usada, em combinagdo ou com a carboplatina,
obtendo-se baixos resultados, ou com a cisplatina, observando-se melhores respostas
(Ismaili et al., 2011). Alem disso, é bem tolerada e pode ser administrada em idosos e
em doentes cronicos com o minimo de efeitos colaterais. Em estudos realizados, sé se
verificaram efeitos toxicos em casos de grau 3 e grau 4, entre 0s quais destaca-se a

neutropenia, nauseas, febre, hipocalémia e edema (ilustracéo 5; Stadler et al., 1997).
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Drogues ORR
Cisplatin 33%
Methotraxate 29%
Daxorubicin 23%
Sfluoro-uracil 35%
Vinblastine
Cyclophosphamide
Mitomycing C 21%
Carboplatin 12-14%
Gemcitabine 24-28%
Paclitaxel 1009
Docetaxel 13-31%
Winflurine 15%,
Eribulin 8%

llustragdo 4: Farmacos que podem ser usados na quimioterapia e taxa de resposta correspondente (ORR)
(Ismaili et al., 2011).

Toxicity WHQ grade 3 WHO grade 4
Neutropenia 1 1
Thrombocytopenia 1 0
Nausea/vomiting 2 0
Deep venous thrombosis 2 0
Fever 1 0
Hypokalaemia 1 0
Oedema ] 0

lustragdo 5: Efeitos secundarios provocados pelo uso de gemcitabina em pacientes de grau 3 e grau 4
(Stadler et al., 1997).

A quimioterapia combinada é considerada a melhor escolha para o cancro da bexiga
metastatico (Fletcher et al., 2011).

Desde 1990 que a combinagdo de metotrexato, vinblastina, doxorubicina e cisplatina
(MVAC) é para muitos a terapéutica de 12 linha no tratamento de tumores metastaticos
(Ismaili et al., 2011). No entanto, estdo-lhe associados elevados niveis de toxicidade
que levam a efeitos adversos como neutropenia, mucosite, nauseas e toxicidade
neuroldgica (Inoue et al., 2007). Alguns investigadores sugerem mesmo a suspensao do
uso de MVAC como neoadjuvante e como adjuvante, exceto em casos de ensaios
clinicos (Maeda et al., 2007).

Um grupo de investigadores, o Western Oncology Group (SWOG), mostrou que trés
cursos de MVAC neoadjuvante antes de uma cistectomia radical, foram realizados com

seguranga e com taxas ndao muito elevadas de efeitos adversos, para além de um
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aumento da sobrevivéncia dos pacientes com cancro da bexiga avangado,

comparativamente aos pacientes que realizaram apenas cirurgia (Maeda et al., 2007).

Géneros de quimioterapia mais recentes tentam reduzir a toxicidade provocada pelo
MVAC, obtendo uma eficacia comparavel ou superior no que respeita a sobrevivéncia
global, taxas de resposta e tempo de progresséo da doenca (ilustracdo 6; Fletcher et al.,
2011).
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lustragdo 6: Quimioterapia de 12linha no cancro da bexiga metastatico (Fletcher et al., 2001)

3.6.3) Radioterapia

A radioterapia € um tipo de tratamento que, ao nivel do cancro da bexiga, pode
promover um tratamento paliativo da dor dssea resultante das metastases, o controle do
avanco da patologia pélvica e a reducdo de sintomas do sistema urinario, como por
exemplo a hematuaria (Fletcher et al., 2011).

A decisdo sobre a utilizacdo ou ndo deste tratamento é baseada nos fatores de
prognostico, na vontade propria do paciente e a avaliagdo do médico. Os pacientes
sujeitos a radioterapia devem apresentar uma capacidade urinaria adequada, um
funcionamento correto da bexiga, ndo ter infegdes urinarias recorrentes e inflamacéo ou

cirurgia anterior da pélvis com adesdo consecutiva (Oosterlinck et al., 2002).

Apesar de ser um tratamento ativo e fornecer uma oportunidade de preservacdao do
orgdo, ja que ndo é um procedimento cirurgico, as taxas de controlo local e a
sobrevivéncia tém sido pouco animadoras. Podera ser resultado de uma mé escolha de
pacientes, de ndo haver um fornecimento da dose de radiagdo adequada para o tumor ou

falha no tratamento de pacientes sem protocolos bem claros no que respeita a
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conservacao da bexiga, que incorporam a cirurgia e a quimioterapia (Logue e McBain,
2005).

Avancos na geracdo de imagens, planeamento computorizado, radiacdo conformal
tridimensional e verificacdo on-line, oferecem um melhor tratamento do cancro da
bexiga musculo-invasivo, pois, desta forma, é possivel uma selecdo mais rigorosa dos
pacientes e permite um melhor tratamento que facilita a administracdo de doses
escaladas para o tumor e reducdo da irradiacdo de 6rgdos em risco. Como exemplo
temos a ressonancia magnetica e a tomografia computorizada (TC) (Logue e McBain,
2005).

Quanto as possiveis complicacdes que possam surgir com a radioterapia, a maioria dos
pacientes podera desenvolver enterite, proctite ou cistite, que normalmente sao
controladas sem grande dificuldade e autolimitadas. Efeitos toxicos com elevada
significancia sdo menos comuns. A disfungdo eréctil ocorrerd em mais de dois tergos
dos pacientes do sexo masculino, contrariamente aos pacientes do sexo feminino que

ndo vém a sua funcao sexual comprometida (Ooterlinck et al., 2002).

A cirurgia, radioterapia e quimioterapia devem ser pensadas como tratamentos
complementares para o tratamento do cancro da bexiga. Em varias situagdes esta
combinacéo originou resultados melhores do que quando isoladamente (Milosevic et al.,
2007).

Ultimamente a radiacdo tem sido frequentemente combinada com a quimioterapia no
tratamento de cancro da bexiga musculo-invasivo, de forma a melhorar a eficacia local,
impedindo o desenvolvimento de metéstases e a aumentar a sobrevivéncia (Milosevic et
al., 2007; Logue e McBain, 2005).

3.6.4) Imunoterapia por BCG

Uma das terapias mais eficazes para o cancro da bexiga é a administracdo intravesical
do bacilo de Calmette-Guérin (BCG) (Shah et al., 2006).

Entre os anos de 1908 e 1921, os cientistas Calmette e Guérin iniciaram uma
investigacdo com vista ao desenvolvimento de uma vacina anti-tuberculose. Foi
realizada uma cultura altamente virulenta de Mycobacterium bovis, agente causador da

tuberculose, e verificaram que a cultura foi perdendo viruléncia ao longo de varias
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culturas durante 13 anos, que perfez um total de 230 transplantes consecutivos de um
disco para o outro. Ou seja, houve uma atenuagdo do virus M. bovis que foi denominado
de M. bovis Bacilo Calmette Guérin (BCG) (Brandau e Sttumann, 2007; Meijden e
Sylvester, 2003).

Foi em 1929, com Pearl, que se observou a potencialidade da tuberculose ter algum
efeito antitumoral, ja& que pacientes que sofriam de tuberculose apresentavam menos
tumores malignos relativamente a um grupo controlo. Assim, o bacilo da tuberculose
bovina atenuado mostrou ter uma resposta imunoldgica que conduz a eliminacdo de

tumores malignos (Meijden e Sylvester, 2003).

Em 1969, o investigador Mathe revelou resultados bastante positivos do uso de BCG na
terapéutica adjuvante para leucemia linfoblastica aguda, assim como uma regressao em

melanomas (Bassi, 2002).

No ano de 1974, Zbar e Rapp formularam certas condi¢cGes para obter um efeito
antitumoral com BCG: deve ter capacidade de desenvolver uma resposta imune aos
antigénios da micobactéria; deve haver um nimero adequado de bacilos vivos; um
contacto proximo entre BCG e células tumorais e a carga de tumor deve ser pequena
(Meijden e Sylvester, 2003).

Morates et al., em 1976, desenvolveu um método eficaz para tratar cancro da bexiga
sem invasdo muscular através da instilacdo intravesical de BCG, sendo este superior a
qualquer outro agente quimioterdpico no que respeita a reducdo de recorréncias e
prevencdo da progressdo (Askeland et al., 2012; Koskela et al., 2012). Este
procedimento é iniciado uma a trés semanas ap0s realizagdo de RTU-V (cirurgia
urologica transuretral e vesical) e € constituido por um ciclo de inducéo de seis semanas
de cerca de 81 mg de BCG liofilizado, reconstituido em 50 mL de soro fisioldgico.
Apos este ciclo, pode-se prosseguir com uma terapéutica de manutencdo, dependendo

do grau e estadio do tumor (Brandau e Suttmann, 2007).

Apos a instilagdo do BCG ocorre a ligacdo deste a fibronectina expressa sobre o
urotélio, ocorrendo a internalizagdo do Mycobacterium para células normais e malignas.
Isto vai ativar o urotélio e conduzir ao desencadeamento de respostas inflamatorias na
bexiga, ocorrendo a producdo de varias citocinas pro-inflamatérias como o IlI-1, 11-6, 1I-
8, II-10 ¢ TNFa.Segue-se a diferenciacdo de células T CDs+ em Tyl e em Ty2, que
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direciona a resposta imune para a imunidade celular ou humoral, respetivamente, do
qual depende o efeito terapéutico do BCG. A citoquina 1l-10 inibe a resposta imune de
Tyle IFN-y inibe a resposta imune do Ty2. Por outro lado, o blogueio da IL-10 ou a
inducdo de IFN-y pode levar a uma imunidade para Tyl, essencial a destruicdo de
células cancerosas mediadas por BCG, no cancro da bexiga (Askeland et al., 2012). Na
imagem que se segue encontra-se todo este processo esquematizado.

No cell-mediated
antitumor activity
f Dendritic cells
macrophages

neutrophils
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llustracdo 7: Cascata da resposta imune na mucosa da bexiga apos instilagdo por BCG

(Askeland et al., 2012).
O impacto da terapia por BCG no carcinoma in situ foi observado num estudo SWOG:
64 pacientes foram tratados com BCG, dos quais 70% apresentaram resposta completa e
de duracdo de cerca de 39 meses. Neste ensaio realizou-se também uma comparacdo a
doxorubicina. Quarenta e cinco por cento dos pacientes tratados com BCG ficaram sem
a doenca ao fim de 5 anos, comparando com os 18% dos pacientes tratados com
doxorubicina. A acrescentar que 64% dos pacientes que apresentaram resposta completa
ao BCG ficaram livre da doenca ap6s 5 anos ou mais. Estes resultados tiveram um
impacto significativo a nivel clinico, permitindo a que a cistectomia radical deixasse de
ser o tratamento inicial na maioria dos pacientes, podendo estes preservar a fungédo

normal da bexiga (Bassi, 2002).

Recentes estudos comprovaram que a terapéutica com BCG contribui para uma reducao
significativa de recorréncias e progressdo da doenca em pacientes com alto risco de

cancro da bexiga sem invasdo muscular quando comparado com tratamentos
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quimioterapicos. No entanto, 20% a 40% dos pacientes que ndo obtém resultados com
esta terapéutica podem resultar na progressdo do tumor (Lima et al., 2012).

Apesar dos resultados obtidos neste tipo de tratamento, ainda existem alguns pacientes
que sdo intolerantes aos efeitos colaterais do BCG (sintomas locais de cistite, tais como
disdria, alteracdo da frequéncia urinaria e hematdria ocasional). Assim, estdo a ser
estudadas alternativas de imunoterapias como IFN-a, IL-2, IL-12 e IL-10 para atuarem
como adjuntos com BCG ou entdo como uma terapéutica de substituicdo a solo
(Askeland et al., 2012; Lima et al., 2012).

3.7) Prevencao

Segundo Colombel et al. (2008) e baseando-se no Grupo Internacional do Cancro da
Bexiga (IBCG), existem algumas recomendacdes as quais se deve dar a devida atencao
de forma a prevenir o aparecimento deste carcinoma ou a potenciar a sua cura. Entre
elas encontram-se o incentivo dos pacientes a deixar de fumar, com a possibilidade
recurso a programas especificos; monitorizacdo de possiveis agentes carcinogénicos
resultantes da exposicdo ocupacional; se o agente ocupacional for suspeito é importante
identifica-lo corretamente, assim como, adotar medidas preventivas e avisar 0
departamento de salde do local de trabalho em questdo; deve haver um grupo
interdisciplinar onde estdo presentes urologistas e patologistas de forma a haver um
entendimento no que respeita ao sistema de classificacdo a usar e um correto

diagnostico.

Uma outra medida preventiva seria a identificacdo dos grupos com maior
suscetibilidade numa populacdo e, desta forma, poder avaliar o risco acoplado e
estabelecer niveis seguros de exposicao (Wild et al., 2002).
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CAPITULO IV: GLICOSILACAO

A glicosilacdo € uma modificacdo pos-traducional de proteinas em organismos
superiores. E um processo bioldgico que consiste na adi¢do ou remog&o de um ou mais
glicanos (hidratos de carbono) a proteinas ou lipidos, formando um glicoconjugado
(Campbell e Yarema, 2005), alterando a sua estabilidade e funcédo (Gill et al., 2010). Os
glicoconjugados, dependendo da molécula alvo a que os glicanos se ligam, podem ser
glicoproteinas, glicolipidos, proteoglicanos ou interagdes proteina-glicanos, como

lectinas, glicosiltransferases e glicosidases (Li e Richards, 2010).
4.1) Hidratos de Carbono

Os hidratos de carbono sd@o moléculas bioldgicas ubiquas na natureza (Wong, 1998),
fazendo parte das quatro maiores classes de biomoléculas, juntamente com as proteinas,

lipidos e acidos nucleicos (Ghazarian et al., 2011).

O termo “hidrato de carbono” surge pelo facto de os agucares mais simples possuirem a
férmula empirica C,H2,0n, em que n > 3, o que indica que os dtomos de carbono se

encontram combinados com moléculas de 4gua (Ghazarian et al., 2011).

Nos mamiferos, estas estruturas sdo constituidas por nove monossacarideos, ligados
entre eles por ligacfes glicosidicas, permitindo, assim, diferentes combinag@es. Estas
ligacbes sdo realizadas essencialmente pelas glicosiltransferases e glicosidases. A
interaccdo destas duas enzimas origina um amplo espectro de estruturas capazes de
gerar vérios sinais (Kim e Deng, 2008). Por esta razdo, observa-se uma elevada
heterogeneidade ao nivel dos hidratos de carbono, também devida a certas
caracteristicas estruturais destas moléculas, ao tipo de ligagdo anomérica estabelecida, a

posicdo da ligacdo e a presenca, ou ndo, de ramificacbes (Mody et al., 1995).

Esta complexidade a nivel estrutural tem elevada influéncia nas diversas funces dos
hidratos de carbono. Estes estdo envolvidos em VvArios mecanismos como:
desenvolvimento embrionario, diferenciacdo, crescimento, interacdes célula-célula ou
célula-matriz extracelular, sinalizacdo celular, interagdo entre agente patogénico e
hospedeiro aquando de infecdes, resposta imunoldgica, desenvolvimento de doencas,
metastases, divisdo celular e rigidez membranar (Ghazarian et al., 2011; Kartal et al.,
2011).
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As classes de hidratos de carbono mais importantes sdo as N-glicano e as O-glicano
(Kim e Deng, 2008). Estes oligossacarideos diferem ao nivel da sua estrutura e estdo
abundantemente distribuidos na superficie das células, e associam-se a glicoproteinas,
as quais assumem funcdo na comunicacdo celula-célula. Esta comunicacgéo entre células
e 0 meio externo € de elevada importancia, ja que desta forma, é possivel controlar

aspetos de relevo relacionados com o comportamento celular (Dennis et al., 1999).

A N-glicosilacdo é um processo que se realiza nos eucariotas e é essencial ao bom
funcionamento e sobrevivéncia da ceélula (Patterson, 2005). Inicia-se por adicdo
covalente de um oligossacarideo com 14 residuos de acUcar (percursor) a asparagina
alvo de uma proteina (proteina core) (Ghazarian et al., 2011). Este percursor é formado
por um agucar, associado a um lipido transportador — Dolicol — ligado @ membrana do
Reticulo Endoplasmatico. A molécula obtida apds a ativacdo dos agucares e de ser
catalisada pela glicosiltransferase é Glc3Man9GIcNA2 (Maia e Leite, 2001).

Apods esta ligacdo, na Glc3Man9GIcNA2 sdo removidos residuos de glucose e alguns de
manose, primeiramente no Reticulo Endoplasmatico e depois no Complexo de Golgi,
onde outros monossacarideos podem ser adicionados de forma a aumentar as cadeias N-
glicano (Maia e Leite, 2001; Ghazarian et al., 2011). O local preferencial para este
processo ocorrer € onde se localiza a sequéncia destes trés aminoacidos: Asn — Xaa —
Ser/Thr, em que o segundo aminoacido pode ser qualquer um, a exce¢do de Pro (Li e
Marc d’Anjou, 2009).

As alteracdes no Complexo de Golgi podem originar, entdo, as trés maiores classes de
oligossacarideos N-glicanos: oligossacarideos de alta-manose, complexos de

oligossacarideos e oligossacarideos hibridos (llustracdo 7; Ghazarian et al., 2011).

Oligomannose Complex Hybrid

lustracdo 8: Tipos de N-glicanos (Varki et al., 2009)
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No que respeita a O-glicosilacdo, esta € um mecanismo que ocorre maioritariamente no

Complexo de Golgi (Ghazarian et al., 2011).

Os oligossacarideos O-glicanos encontram-se ligados aos grupos hidroxilo dos residuos
de treonina e serina, da cadeia da proteina alvo, formando o antigénio Tn (Tarp e
Clausen, 2008). Apos esta adicdo do percursor N-acetilgalactosamina (GalNAc), o
aumento da cadeia O-glicano pode proceder com a adicdo de residuos de galactose,
frutose, N-acetilglucosamina (GIcNAC) e acido sialico (Ghazarian et al., 2011).

A O-glicosilacdo com a modificacdo de proteinas através de O-GIcNAc fornece uma
modulacdo da atividade proteica, que pode ser realizada por varios mecanismos: por
fosforilacdo (intervém ao nivel da estabilidade e reversibilidade da proteina), regulacéo
das interacbes proteina-proteina, regulacdo da degradacdo proteica, localizacdo da

proteina e regulacdo da transcri¢cdo (Ghazarian et al., 2011; Bektas e Rubenstein, 2011).

Bektas e Rubenstein (2011) referem que, ao contrario da fosforilacdo, a O-glicosilacdo é
catalisada por uma s6 enzima, e que a mesma é responsavel pelas modificacdes em O-
GIcNAc. Esta enzima que participa, entdo, na adicdo de GIcNAc as proteinas, foi
isolada do figado de ratos e denomina-se Uridina Difosfo-N-acetilglucosamina:

Polipeptido B-N-acetilglucosaminiltransferase (O-GIcNAc transferase, OGT).

As modifica¢des que possam ocorrer ao nivel dos hidratos de carbono véo afetar as
fungBes destes, acima referidas. Assim, a anélise da expressédo alterada de glicoproteinas
associadas ao cancro permite a descoberta de biomarcadores, assim como uma possivel
terapéutica. Na ilustracdo 8 encontram-se alguns exemplos de glicoproteinas que ja séo

usadas como biomarcadores (Kim e Misek, 2011).

Biomarker(a) Glycosylation Source Disease

CA15.3 Yes Serum Breast

CA27-29 Yes Serum Breast cancer
HER2/NEU Yes Serum Breast cancer
Fibrin/FDP Yes Urine Bladder

CEA (carcinoembryonic antigen) Yes Serum Colon cancer
Carcinoembryonic antigen (CEA) Yes Serum Colon, breast, lung, pancreatic
Epidermal growth factor receptor Yes Tissue Colon cancer
CA19-9 Yes Serum Gastrointestinal

KIT Yes Tissue Gastrointestinal tumor
a-fetoprotein(AFP) Yes Serum Hepatoma, testicular cancer
Human chorionic gonadotropin-f Yes Serum Testicular cancer
Thyroglobulin Yes Serum Thyroid cancer
CA125 Yes Serum Ovarian

PSA (prostate-specific antigen) Yes Serum Prostate

lustracdo 9: Glicoproteinas de varias amostras bioldgicas que podem ser usadas como biomarcadores no
cancro (Kim e Misek, 2011)
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4.2) Mucinas

O termo “mucina” (MUC) foi usado para classificar membros de uma familia de
glicoproteinas de grandes dimensfes que sdo 0s constituintes maioritarios do muco
(Adrianifahanana et al., 2006).

A principal funcdo das mucinas é proteger e lubrificar as superficies epiteliais de certas
zonas do organismo como o trato geniturinario, gastrointestinal e respiratorio
(Mukhopadhyay et al., 2011; Kitamura et al., 1996).

De uma forma geral, as mucinas podem ser classificadas, estruturalmente, em duas
principais classes: as mucinas ligadas & membrana (MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4,
MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC20) e as de formacdo de gel
(MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8 e MUC19). Estas apresentam
algumas caracteristicas estruturais comuns mas sao distintas ao nivel da sequéncia,
dominio da organizacdo, duracdo e numero repeticdes das suas sequéncias
(Mukhopadhyay et al., 2011). Ao nivel da biologia do cancro estas duas formas de

mucinas podem ter efeitos opostos (Kim e Varki, 1997).

Considera-se que as mucinas sao as principais portadoras de glicosilacdo alterada na
grande parte dos carcinomas, para além de as suas interacdes moleculares definirem
alguns fendtipos celulares de cancros com evolucdo para metéstases (Kim e Varki,
1997). Assim, uma desregulacdo da expressdo da mucina é uma das caracteristicas
verificadas em varios cancros, associadas a sua progressao que, por sua vez, influencia o
crescimento celular, diferenciacdo, transformacdo, adesdo, invasdo e vigilancia

imunitéria (Adrianifahanana et al., 2006; Mukhopadhyay et al., 2011).
4.3) Lectinas

O termo lectina deriva do latim legere que significa escolher ou selecionar. As lectinas
sdo um grupo de proteinas que reconhecem e ligam hidratos de carbono a glicoproteinas
e glicolipidos (ilustragdo 9). A interagdo das lectinas com determinados hidratos de
carbono pode ser tdo especifica como a interacdo antigénio-anticorpo ou substrato-
enzima (Ghazarian et al., 2011). As lectinas podem interagir com monossacarideos, mas

esta ligacdo é relativamente fraca (Rabinovich et al., 2007).
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Séo bastante diversificadas, de origem ndo imune e estdo distribuidas ubiquamente em
plantas, animais e fungos. Participam num grande nimero de processos patoldgicos,

com especial evidéncia no cancro (Fu et al., 2011).

Inicialmente foram descobertas em plantas, mas no decorrer do tempo foram isoladas de

microorganismos e animais (Sharon e Lis, 2004).
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llustracdo 10: Interacéo entre lectinas e hidratos de carbono. As Lectinas atuam como um meio de adesdo
de diferentes células como os virus, através dos hidratos de carbono (Sharon e Lis, 2004).

Estudos realizados em lectinas animais, mostram que o facto de as lectinas exercerem a
funcdo de ligacéo de hidratos de carbono se deve a residuos de aminoacidos designados
de CRD (Carbohydrate Recognition Domain). Estes reconhecem os residuos terminais
ndo redutores dos hidratos de carbono de glicoproteinas membranares e de glicolipidos
(Ghazarian et al., 2011). Tendo em conta estes residuos, as lectinas podem ser
distinguidas em trés grupos, merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. As
merolectinas tém apenas um dominio de ligacdo de hidratos de carbono simples e as
hololectinas possuem dois ou mais dominios que podem ser idénticos ou muito
homologos. Por fim, as quimerolectinas, sdo proteinas de fusdo, formadas por um ou

mais dominios de hidratos de carbono e ndo séo relacionados (Jiang et al., 2010).

Para além desta distincdo, as lectinas podem ainda ser diferenciadas em duas familias.
Sé&o elas as do tipo C e as do tipo S. As do tipo C (CTLs) sdo as mais abundantes nos
animais e engloba as selectinas, as colectinas e as lectinas endociticas. As do tipo S séo

constituidas pelas galectinas (Ghazarian et al., 2011).
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As galectinas sdo uma familia de proteinas em crescimento que estdo amplamente
distribuidas na natureza, desde os invertebrados inferiores até aos mamiferos (Nangia-
Makker et al., 2002). Caracterizam-se por terem elevada afinidade para 3 -galactosidos
constituidos por glicanos e ttm um CRD e uma dobra estrutural comum (Rabinovich et
al., 2007).

Pelo menos quinze galectinas ja foram identificadas em mamiferos e exercem atividade
em diversos processos bioldgicos como o splicing de mRNA, regulacdo e crescimento
celular, adesdo celular, modulacdo das interacdes célula-célula e célula-matriz,
sinalizacdo celular, embriogénese, inflamacdo, imunidade, apoptose, angiogénese e
metéstases de tumores (Li et al., 2010; Ghazarian et al., 2011; Chiariotti et al., 1999).
As galectinas sdo numeradas de acordo com a sua ordem de descoberta, da galectina-1 a
galectina-15 (Le Mercier et al., 2010), e as melhor estudadas sdo a galectina-1 e a
galectina-3 (Nangia-Makker et al., 2002).

As lectinas tém varias aplicacbes como por exemplo, na separacao e identificacdo de
células, na detecdo, no isolamento e em estudos de glicoproteinas, na investigacao de
hidratos de carbono em células e organelos, histoquimica e citoquimica, mapeamento
das vias neuronais, estimulacdo da mitose de linfocitos, selecdo de lectinas resistentes e

estudos de biossintese de glicoproteinas (Sharon e Lis, 2004).

A associacdo destas proteinas sollveis ao cancro foi constatada, primariamente, numa
investigacdo em que se observou a agregacdo das células cancerosas induzida pela
asialofetuina, uma glicoproteina, e que extratos proteicos destas células induziram a

hemaglutinacédo, na presenca de galectinas certas (Dam et al., 2005).

Mais tarde foi estudada a expressdo da galectina-1 e da galectina-3 em linhas celulares
de cancro de vérias proveniéncias (Le Mercier et al., 2010).

A galectina-3 € uma galectina mono-CRD, que € Unico e contém um curto dominio N-
terminal de prolina, glicina e tirosina, fundido no CRD que posteriormente permite a
formacdo de oligdbmeros (Le Mercier et al., 2010). Estd presente no citoplasma mas,
dependendo do tipo de células e estados proliferativos, também pode ser encontrada na
superficie celular, dentro do nucleo e no compartimento celular e atua como um recetor

para ligandos contendo sequéncias de poli-N-acetilactosamina (lurisci et al., 2000).
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Estudos mostram que a galectina-3 esta envolvida em véarios processos fisiologicos e
patoldgicos, inclusive no cancro, em fendmenos que englobam a angiogénese do tumor,

0 escape imune do tumor e migracgéo de células tumorais (Le Mercier et al., 2010).

As observacGes de maior importancia Sdo as que sugerem uma associacdo entre a
progressdo da galectina-3 e tumores e metastases. Por exemplo, células tumorais
variantes que demonstram um elevado potencial para colonizar no pulméo, foram
detetadas para expressar niveis acrescidos de galectina-3 na superficie celular. Ao
mesmo tempo, um aumento da expressdao desta galectina tem sido associado ao
potencial metastatico de varios tumores, provavelmente por afetar a motilidade celular e

invadir matrizes extracelulares (lurisci et al., 2000).

Esta progressdo neoplasica também se verificou ao nivel da cabeca, pescoco, sistema
gastrointestinal, tiroide e sistema nervoso central. No entanto, constatou-se que a
expressao da galectina-3 esta diminuida nos carcinomas do Utero, mama e ovario, o que
leva a concluir que alteracdes na expressdo da galectina-3 podem afetar a interacdo de
células malignas com células normais, pelos seus ligandos correspondentes, afetando o
potencial de crescimento local e de metéstases noutros locais do organismo (Ghazarian
et al., 2011), e que pode, assim, ter a funcdo de supressor tumoral em alguns 6rgaos
(Sakaki et al., 2008).

No cancro da bexiga os niveis de galectina-3 também estdo aumentados na maioria dos
tumores, relativamente a niveis basais de amostras de bexiga normais. Assim, a
galectina-3 podera vir a ser usada como marcador do diagndstico, prognéstico e para
selecdo da terapéutica (Sakaki et al., 2008).

A galectina-1 é um dimero ndo covalente, formado por subunidades com um Unico
CRD (lto et al., 2011).

Possui um elevado contetido em cisteina e é bastante expresso nos tecidos de muitos
organismos vertebrados e invertebrados, requerendo uma répida ligacdo a ligandos
extracelulares, de forma a poder manter a atividade e estabilidade (Cedeno-Laurent e
Dimitroff, 2012).

Os efeitos produzidos pela galectina-1 podem ser diferentes em varios tipos de células e
dependem do tipo e do estado funcional das células. Estes efeitos podem ser

mitogénicos, citostaticos ou de transformacdo (Chiariotti et al., 1999). As suas
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atividades podem por um lado estar relacionadas com as células T, em processos como
apoptose, imunorregulacdo e evasdo imune do cancro, e, por outro lado, ndo estar
relacionadas com as células T, como a adesdo celular, desenvolvimento de células B,
splicing de mRNA, angiogénese, diferenciacdo do nervo e musculo e homeostase
(Cedeno-Laurent e Dimitroff, 2012).

A expressao da galectina-1 tem sido detetada em 6rgdos imunes privilegiados e em
diferentes tipos de tumores como astrocitoma, carcinoma da prostata, da tirdide, do

colon, da bexiga e do ovario (Rubinstein et al., 2004).

Num estudo realizado por Yamaoka et al. (2000), mostrou-se que a inibicdo da
expressao da galectina-1 de uma linhagem de células de glioma de rato detém o
crescimento do tumor, sugerindo, assim, que a galectina-1 enddgena tem funcdo de

promogéo de crescimento.

A galectina-1 contribui, também, para a formacdo de metéstases de tumores, estando
desta forma envolvida com varios processos como alteracbes na adesdo celular,
aumento da capacidade de invasdo, angiogénese e evasao da resposta imune, como se

verifica na ilustracdo 10 (Rabinovich, 2005).
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llustragdo 11: Contributo da galectina-1 na progressdo de tumores (Rabinovich, 2005)
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Relativamente ao cancro da bexiga, niveis bastante elevados de galectina-1 foram
encontrados em tumores de alto grau comparativamente a células de bexiga normal ou
tumores de baixo grau. Técnica como Western Blot e analise imuno-histoquimica de
tecidos normais e neoplasicos, permitiram detetar valores mais elevados de galectina-1

em tumores (Cindolo et al., 1999).
4.4) Acidos Sialicos

Os &cidos sialicos (Sias) sdo derivados do acido neuraminico, no qual o grupo amino é
substituido por um grupo acetilo ou glicolil (Narayanan, 1994). Sdo monossacarideos
terminais, ligados a cadeias de glicanos de glicolipidos e glicoproteinas, isto &,
glicoconjugados expressos na superficie celular dos tecidos de animais e
microorganismos (ilustracdo 11). Visto que se situam, entdo, na parte terminal do
glicano, as suas atividades sdo facilmente realizadas por interagdes. Assim, podem
também ser parte dos locais de reconhecimento para a ligacdo de agentes patogénicos
(Varki e Varki, 2007; Neu et al., 2011).
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llustragdo 12: Acidos sialicos na superficie celular e moléculas segregadas (Varki, 2007)

A cadeia de glicerol presente nos acidos sialicos das mucinas do coélon humano é
bastante O-acetilada, em mais de 50%. Este elevado nivel de O-acetilagcdo tem bastante
importancia ja que regula a degradacdo de mucinas por enzimas bacterianas (Shen et al.,
2004).

Os &cidos sialicos participam em varios processos biologicos que incluem a regulacao
do sistema imunitario, desencadeamento de infe¢fes e progressao de doencas (Varki e
Varki, 2007).
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Focando a sua estrutura, apresentam uma carga negativa, gracas ao grupo carboxilo, e
sdo constituidos por nove atomos de carbono. As variadas ligagdes que se podem
estabelecer entre 0 atomo de carbono na posicdo 2 dos &cidos sialicos e os glicanos,
juntamente com as corretas substituicdes ao nivel dos atomos das posicOes 4, 5, 7, 8 e 9,

originam uma elevada diversidade destes agucares (ilustracdo 12; Varki et al., 2009).

lHustracdo 13: Possiveis substitui¢des nos residuos R (Varki et al., 2009)

Os dois acidos sialicos mais prevalentes nas células dos mamiferos sdo o acido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc) e o acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac). A principal
diferenca entre ambos € a presenca de um atomo de oxigénio no grupo N-glicolil do
Neu5Gc (ilustragéo 13).

MeubAc

llustragdo 14: Acidos sialicos mais comuns: Neu5GC e NeuSAc (Varki, 2007)

Nos mamiferos, a transferéncia do acido sialico do substrato dador CMP-Neu5Ac
(&cido N-acetilneuraminico citidina monofosfato) para as cadeias laterais de
oligossacarideos de glicoconjugados é realizada por meio de sialiltransferases (Carvalho
et al., 2010).

Existem pelo menos 20 enzimas identificadas, das quais 15 foram clonadas a partir de
amostras humanas (Harduin-Lepers et al., 2001). Localizam-se no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi das células (Whaten et al., 2003). Estas

enzimas diferem tanto ao nivel da especificidade do substrato como na expressdo
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tecidual. Dependendo, entdo, da sua natureza, podem catalisar diferentes ligacOes: a
familia ST3Gal (a2-3) catalisa a transferéncia de &cido sialico para residuos de Gal (B-
D-galactose), ST6Gal e ST6GalNAc (a2-6) para residuos de Gal e GalNAc (B-D-N-
acetilgalactosamina) e, por fim, a familia ST8Sia (a2-8) catalisa a transferéncia de um a
varios residuos de acido siélico para outros residuos de &cidos sialicos (Harduin-Lepers
etal., 2001).

A expresséo alterada de sialiltransferases origina um aumento da expresséo de glicanos
sialilados, os quais estdo associados a carcinogénese e a progressao do tumor (Carvalho
et al., 2010). Desta forma, tem vindo a aumentar um interesse consideravel quanto a
sintese e avaliagdo de inibidores destas enzimas (Whalen et al., 2003). Por exemplo, no
carcinoma do colo uterino, a2 - 6 mostra uma correlagdo positiva tanto para a
oncogenese como para a formacdo de metastases tumorais no nédulo linfatico pélvico
(Wang, 2004).

Estas enzimas podem ser entdo usadas como biomarcadores para uma detecdo precoce e

melhoria de tratamentos em diversos tumores (Meany e Chan, 2011).
4.5) Glicosilacdo Aberrante

A alteracdo da glicosilacdo é considerada uma caracteristica universal de células
cancerosas (Kim e Varki, 1997; Hakomori, 2002).

A glicosilacdo aberrante é o resultado da uma transformacdo oncogénica inicial, sendo
um importante impulsionador na inducdo da invasdo e metastase (Hakomori, 2002). A
glicosilacdo aberrante define, entdo, a fase, direcdo e o destino da progressdo tumoral e
a expressao de epitopos especificos de hidratos de carbono em certos tumores afeta o
seu potencial invasivo e metastatico (Numahata et al., 2002). Pode surgir devido a
alteracdes nas atividades das glicosiltransferases e glicosidases do complexo de Golgi e
uma expressao aberrante destas enzimas pode conduzir a que células cancerosas
produzam glicolipidos e glicoproteinas com glicanos alterados. Pode ainda dever-se a
uma alteracdo da disponibilidade do substrato ou, entdo, por alteracdes nas sequéncias
de aminoécidos das glicoproteinas (Campbell et al., 2003; Meany e Chan, 2011). Estas
alteracdes conduzem a expressdo de antigénios carbohidratados associados a tumor
(TACAS) (Cazet et al., 2010).
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O conceito da promocéo ou inibi¢do da progresséo tumoral dependente da glicosilagdo
tem vindo a ser desenvolvido em conjunto com estudos clinicopatologicos. A elevada
expressao de alguns epitopos de glicosil promove a invasdo e a metastizacao,
conduzindo a uma diminui¢do da taxa de sobrevivéncia dos pacientes em 5 a 10 anos,
enquanto que a expressao de outros epitopos de glicosil pode suprimir a progressao do
tumor e, neste caso, a taxa de sobrevivéncia pos-operatdria vai aumentar (Hakomori,
2002).

Assim, a existéncia de glicosilacdo aberrante associado a presenca de tumor, permite a
investigacdo e descoberta de biomarcadores, como por exemplo alteracdes nas
glicosiltransferases/glicosidases e 0s antigénios expressos a superficie das células
cancerosas (TACAS).

4.6) Antigénios Carbohidratados Associados a Tumor (TACAS)

Num estudo realizado foi identificado um grupo de antigénios associados a tumor,
gracas a sua reatividade na presenca de anticorpos e lectinas. Foram denominados de
antigénios carbohidratos associados a tumor — TACASs (ilustracdo 14; Zhu et al., 2009).
Estes encontram-se expostos a superficie das células de cancro e estdo correlacionados

com as diferentes fases de desenvolvimento de cancro (Guo e Wang, 2009).

Muitos destes TACAs sdo estruturas sialiladas e o aumento geral da sialilagdo de
glicoproteinas da superficie celular € comummente observado nos oligossacarideos N-

ligados e O-ligados das células tumorais (Cazet et al., 2010).

Foi comprovado ainda que, tumores que expressam um elevado nivel de TACAs estdo
associados uma maior progressdo e nimero de metastases, ao contrario daqueles que
tém baixos niveis destes antigénios (Hakomori, S., 2001). Assim, os TACAS ndo serao
apenas marcadores tumorais, constituindo também um mecanismo essencial para a
inducdo de metastases e no processo de invasdo (Xu et al., 2005). Desta forma, um
elevado nivel de antigénios associados a tumor expressos na superficie das células

tumorais associa-se a um mau prognostico para o paciente (Brocke e Kunz, 2002).
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llustragdo 15: Estrutura dos Antigénios Carbohidratados Associados a Tumor (TACAS) (Schietinger et
al., 2008).

I. Antigénios de Lewis

Os antigénios de Lewis sdo antigénios do grupo sanguineo. A nivel estrutural e
biossintético sdo estruturas de hidratos de carbono, usados como marcadores na

diferenciacéo celular e desenvolvimento embrionario (Ugorski e Laskowska, 2002).

A sua presenca, nos adultos, ndo se limita s aos eritrocitos, podendo ser detetados em
diferentes érgdos e tecidos (Ugorski e Laskowska, 2002).

Hakomori, S. (1996) refere que foi demonstrado que a uma alteragdo da expressao
destes antigénios esti associada uma transformacéo neoplésica, e que a essa mesma
expressdo esta aumentada aquando da progressdo do tumor e da aquisicdo do fendtipo

maligno.

Em estudos realizados observou-se que o antigénio de Lewis’ (Le”) mantinha alguma
expressdo em tecidos normais. No entanto, valores elevados da sua expressdo em 60% a
90% dos carcinomas epiteliais e a manutencdo dessa expressdao nas respetivas
metastases fazem deste antigénio um alvo atrativo para o desenvolvimento de

imunoterapia tumoral (Ramsland et al., 2004).
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As estruturas de Lewis sdo formadas ou pela adicdo de Fuc(al->4) a
Gal(B1->3)GIcNAc formando a estrutura do tipo 1(Le®), ou entdo pela adicéo
Fuc(al->3) a Gal(p1->4)GIcNAc originando a estrutura do tipo 2 (Le*). Uma
substituicdo suplementar de Fuc(al->2) no residuo de Gal origina os antigénios Le® ou
Le’ (Ramsland et al., 2004; Martensson et al., 1995). Por outras palavras, os antigénios
de Lewis podem ser formados pela adicdo de acUcares especificos a uma cadeia
percussora de oligossacarideos que pode ser ligada ou através de um glicolipido ou

através de glicoproteinas (Green, 1989; Cazet et al., 2010).

Os antigénios Lewis x (Le*) — 3-fucosil-N-acetil-lactosamina - como ja referido, séo
antigénios do tipo 2 e acumulam-se muitas vezes em tecidos tumorais diferentes, sendo

sintetizados na membrana celular (Ogana et al., 1995).

Dentro do tipo 2 encontram-se ainda as formas sialiladas dos antigénios Lewis x (SLe*)
[NeuAc a3Galp4[Fucal-3]GIcNAcB3Galp4-GlcCcr], presentes em tumores invasivos,
mas ausente em tumores ndo invasivos, baseando num estudo realizado com 44
pacientes (Numahata et al., 2002). Este tem sido mostrado como sendo um potencial

ligando para as selectinas E,P e L (Muroi et al., 1998; Hakomori e Zhang, 1997).

Tanto os antigénios Le* como os antigénios SLe* sdo expressos por células mielbides
sendo que estes ultimos séo responsaveis pela ligacdo das células tumorais do pulmaéo,

figado e ovario ao endotélio (Muroi et al., 1998; Ugorski e Laskowska, 2002).

Os antigénios Le* e Le° n3o sdo produzidos nos tecidos dos eritrécitos, mas antes
noutros tecidos, sendo secretados para o plasma como glicolipidos e posteriormente
incorporados na membrana de eritrocitos. Contrariamente aos antigénios Le* ® Le’, que
se encontram expressos em poucos tipos celulares (como certas células epiteliais) e ndo
nas células sanguineas, estes antigénios ndo sdo considerados boas escolhas para a
imunoterapia devido a eventuais reagdes cruzadas prejudiciais que possam ocorrer com

tecidos normais de muitos individuos do tratamento de grupo (Yuriev et al., 2005).

Os antigénios Sialil-Lewis® (SLe?) foram descobertos num estudo usando o anticorpo
monoclonal 19-9, por Koprowski et al. (1979) - dai o nome CA19-9 (antigénio
carbohidratado) dado a este biomarcador tumoral.
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A expressdo destes antigénios, tal como os restantes, estd associada a progressao
tumoral, uma vez que foi observado um aumento gradual de SLe* durante a
transformacédo e evolucdo neoplasica no colon e reto (Ugorski e Laskowska, 2002).

Estdo ainda associados ao processo de formacgédo de metastases (Yu et al., 2004).

A sua expressdo pode-se ver aumentada se ocorrer uma diminuicdo do nivel de acidos
sidlicos O-acetilados. Este aspeto foi comprovado num estudo realizado num cancro
colo-retal (Shen et al., 2004).

O antigénio sialilado de Lewis® é ainda responsavel pela adesdo das células cancerosas
do coélon, pancreas e gastricas ao endotélio, assim como estd na origem da adesdo

celular no cancro da bexiga (Ugorski e Laskowska, 2002).

Atualmente, o CA19-9 é o Unico antigénio de Lewis a ser utilizado na rotina como

biomarcador tumoral.

I Antigénios Thomsen-Friedenreich relacionados

Estruturas carbohidratadas formadas por um dissacarideo GalNac ou Galf1-3GalNac
glicosidicamente O-ligado a serina (Ser) ou treonina (Thr), bem como as suas
substituicdes sialil, sdo coletivamente denominadas de antigénios Thomsen-
Friedenreich relacionados (Dall’Ollio e Chiricolo, 2001). Estes s&o o resultado de uma

sintese incompleta de O-glicanos (Buskas et al., 2009).

Sia2-3GalP1-3GalNAc-O-Ser/Thr > Siac2-6 Siaa2-6

sialy-T antigen’ ST6GaINAc L, -IL -1IL -1V | Siae2-3GalB 1-3GalNAc-O-Ser/Thr| Galf1-3GaINAc-O-Ser/Thr

di-sialyl T-antigen

ST3Gall, -1L -IV* ST6GaINAc L -11

GalB1-3GalNAc-O-Ser/Thr |

Core 1, T]:nligen

Core 2 B1-6GleNAc-T P1-3Gal-T
| GalNAc-O-Ser/Thr I
Tn-antigen ST6GaINAc L -11
P1-3GIcNAc-T
GIcNAcB1-6 Siac2
GalB1-3Gal NAG O St I GIcNACB1-3GalNAc-O-Ser/Thr l GalNAc-O-Ser/Thr
Core 2 Core 3 sialyl-Tn-antigen

llustracdo 16: Esquema representativo da sintese dos antigénios Thomsen-Friedenreich relacionados
(Dall'Ollio e Chiricolo, 2001).
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Estes sdo antigénios associados a tumor, uma vez que tem sido detetada a sua presenca
em células tumorais de varios 6rgaos (Gambert e Thiem, 1997).

A expressdo do antigénio T (também denominado de antigénio TF ou core 1), assim
como a do seu percursor Tn, € restrita aos carcinomas, ndo existindo em tecidos
normais, levando ao desencadeamento de uma resposta imunitaria do organismo
humano (Xu et al., 2005). Esta expressao verifica-se em mais de 80% dos carcinomas e
ocorre em varias superficies de glicoproteinas e mucinas (Ju et al., 2008). Sédo
considerados ainda potenciais ligandos para galectinas humanas enddgenas (Bian et al.,
2011).

Quero o T, quer o Tn podem ser sialilados. Para isso, a sialiltransferase ST6GalNAcl
vai catalisar a transferéncia do acido sialico para o antigénio Tn, originando, assim, o
antigénio sTn. Por outro lado, na presenca da sialiltransferase ST3Gall e Ill ocorre a
catélise da transferéncia do acido sialico para o antigénio T, obtendo-se o antigénio sT
(Ikehara et al., 1999).

Normalmente, os tumores expressam 0s antigénios T, Tn e sTn simultaneamente. No
entanto, hd uma heterogeneidade no que respeita a localizacdo celular e quantidade de
cada um (ltzkowitz et al., 1989).

O antigénio T tem sido alvo de estudo na questdo da adesdo de células tumorais e
invasdo tecidular. Foram detetadas grandes quantidades deste antigénio em membranas
de superficie externa do cancro da mama, tornando-o, assim, num alvo atraente ao
desenvolvimento de futuras terapéuticas e métodos de diagnostico (Glinsky et al.,
2000). Esta adesdo celular e tecidular é essencial para o processo de invasdo e
metastizacdo do carcinoma, que inclui as fases aderentes e proliferativas (Springer
1997).

A sua expressdo verificou-se ao nivel dos carcinomas da mama, do colon, bexiga,
préstata, figado e estomago (Heimburg-Molinaro et al., 2011). Sabe-se também que a
expressdo do antigénio TF esta correlacionada com a formacdo de metastases ao nivel

do figado aquando da presenca de carcinoma no colon (Kumamoto et al., 2001).
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Em alguns tumores, os antigénios T (ou TF) estdo mascarados pelo &cido siélico, dando
origem ao antigénio sialil-T (ST). Esta sialilacdo é feita pelas enzimas sialiltransferases,
cuja expressao estad frequentemente desregulada nos tumores (Dall’Ollio, 2001). No
carcinoma da bexiga, alguns estudos correlacionam o T com bom progndstico,
(Dobrowolski et al., 1995; Dow et al., 1989) mas outros correlacionaram-no com pior
prognostico (Langkilde et al., 1992; Langkilde, 1995).

O antigénio Tn foi descoberto no ano de 1957, e foi denominado de “antigénio T
nouvelle” ou Tn por Moreau et al. para diferenciar do antigenio T (TF), descoberto,

entdo, anos antes (Heimburg-Molinaro et al., 2011).

O antigénio sTn tem um papel de bastante relevo no que respeita ao fenotipo das células
do carcinoma, tendo a capacidade de alterar vivamente varios processos relacionados
com a doenca. Assim, pode induzir a um comportamento mais agressivo das células
como a diminuicdo da agregacdo celular, um aumento da adesdo a matriz extracelular,

migracao e invasdo (Pinho et al., 2007).

Um estudo realizado por Ju et al. (2008) diz que a expressdo da T-sintase (enzima cuja
atividade influencia a expressdo de antigénios Tn) estd mediante controlo de uma
chaperona Cosmc. A existéncia de uma mutacdo no gene Cosmc leva a uma perda de
atividade da T-sintase e consequente aumento da expressdo dos antigénios Tn e sTn na

superficie das células tumorais.

A expressdao do antigénio nas células tumorais estd também aumentada quando h& um

acréscimo do transportador UDP-Galactose (Kumamoto et al., 2001).

A expressdo de sTn foi verificada em varios tipos de cancro dos quais se destaca o
cancro da mama, cancro gastrico, cancro do pancreas, cancro colo-rectal, bexiga e
cancro dos ovarios (Pinho et al., 2007; Xu et al., 2005; Zhang et al., 1997). Em
pacientes com estes tipos de cancro esta associado um mau prognastico, ja que o poder

de formac&o de metastases estd aumentado (Miles et al., 1994).

Este antigénio é especifico de mucina e pode ser considerado uma variavel
independente no que respeita ao prognostico da sobrevida global de pacientes com
cancro colo-retal. Assim, o antigénio sTn pode ser um importante fator que permitira
que pacientes possam beneficiar de uma terapéutica adicional. Para além disto, este

estudo, menciona a possibilidade da clonagem de um gene para o intestino humano,
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facilitando futuros estudos ao nivel da funcdo bioldgica da mucina no cancro do célon
(Itzkowitz et al., 1990).

Dado que estes antigénios sdo fortemente expressos na superficie celular de tumores e
tém a capacidade de desencadear respostas imunes celulares e humorais, faz com que
estas estruturas sejam uma forte razdo para o desenvolvimento de uma vacina eficaz
(Cao et al.,, 1996; Qiu et al., 1996). Também Xu et al. (2005) refere a mesma
potencialidade acrescentando ainda a vantagem destes antigénios serem de pequeno
tamanho e terem uma elevada expressdo durante as primeiras fases de transformacéo

dos tumores acima mencionados.

54



Antigénios Tumorais no Tratamento e Diagndstico de Carcinomas

CAPITULO V: IMUNOTERAPIA
5.1) Sistema imunitario e desenvolvimento de vacinas

De uma forma geral, o sistema imunitario pode ser definido como uma complexa rede
de 6rgdos, tecidos e células que atuam de forma conjunta para defender o organismo.
Assim, quando um agente estranho ao organismo o invade, 0 sistema imunitario
reconhece esse mesmo agente como estranho, destruindo-o. O sistema imunitario tem
ainda uma capacidade de memdria que, quando o agente estranho invade novamente o
organismo, este reage de imediato, impedindo o desenvolvimento de infecdo (National
Cancer Insitute, 2011).

A imunidade inata, ou ndo especifica, representa a primeira barreira a uma infe¢do e tem
um papel fulcral na inducdo da imunidade adaptativa (Kovarik e Siegrist, 1998). E um
fendmeno natural que ocorre em todos os individuos, obtendo-se resultados imediatos
(LaRousse, 1998). Esta atua por reconhecimento de estruturas moleculares altamente
conservadas, especificas de agentes microbianos (PAMPs — padrdes moleculares
associados a patogénicos), através de um conjunto de recetores padrdo de
reconhecimento (PRRs) (Pasare e Medzhitov, 2004).

A imunidade adquirida, ou especifica, tem como funcdo o reforco da anterior,
especialmente em casos de invasdo microbiana. Nesta situacdo, existe um conjunto
variado de recetores dotados de capacidade para reconhecerem um largo espectro de
antigénios. Saos os recetores de células T (TCR) e recetores de células B (BCR). Os
variados PRRs estdo envolvidos em mecanismos como a opsonizacdo, cascata do

complemento, fagocitose, etc. (Pasare e Medzhitov, 2004).

A imunidade adquirida caracteriza-se pela especificidade e pela memdria, sendo
mediada por linfocitos T e B. Os linfocitos T passam para a corrente sanguinea e de
seguida para os tecidos onde atacam o agressor — imunidade celular. Os linfocitos B
mantém-se nos ganglios, transformando-se em plasmdcitos, que segregam anticorpos
que se vao fixar ao antigénio — imunidade humoral. Este tipo de imunidade é ainda
influenciado pela producdo de células T-helper (Ty) e consequente producdo de
citoquinas. As celulas Ty quando estimuladas pela presenca de antigenios nas células
apresentadoras de antigénios (APCs), diferenciam-se em Tyl e em Ty2. As células Tyl
segregam o interferdo y (IFN - y ) e promovem a imunidade celular. Ja as células T2
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produzem interleucinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), promovendo a imunidade humoral
(Akira et al., 2011; LaRousse, 1998). Ao mesmo tempo, sdo produzidos linfécitos de
memoria, T e B, permitindo uma reagdo muito mais rapida e eficaz, no caso de uma

segunda invasdo. E neste pressuposto que se baseia a vacinacio (LaRousse, 1998).

Atualmente, a Unica terapéutica baseada no sistema imunitario que é aplicada ao
carcinoma da bexiga € a instilacdo pelo BCG, mencionada anteriormente. No entanto, a
glicosilagdo aberrante de glicoproteinas e glicolipidos de células cancerosas tem sido
explorada no sentido de desenvolvimento de novas imunoterapias para o cancro.
Particularmente, avancos ao nivel do conhecimento da cooperacdo existente entre
sistema imunitario inato e adquirido permitiu uma nova abordagem na idealizacdo

racional de vacinas (Li et al., 2010).

O desenvolvimento de vacinas com o intuito de estimular o sistema imunitario, para que
este reaja a expressdo de antigénios, ¢ uma forma ideal para controlar uma doenca, em

especial o cancro (Heimburg-Molinaro et al., 2011).
5.2) Imunoterapia baseada em TACAs

Ao longo de duas décadas, varios laboratorios tém trabalhado com o objetivo de
conseguir desenvolver, vacinas anti-tumorais eficazes, baseadas em hidratos de carbono,
de forma a estimularem o sistema imunitario para identificar e eliminar células de

caracter canceroso e metastatico (Zhu et al., 2009).

O antigénio TF foi descoberto gracas a presenca de anticorpos especificos no soro
humano. Este antigénio foi exposto numa cultura de células do sangue contaminada e,
qguando se tentou determinar o grupo sanguineo (ABO) do paciente, verificaram que
ocorria hemaglutinacdo em todos os soros. Este fendmeno tornou-o um alvo para o
desenvolvimento de uma vacina. Por outro lado, uma vez que o anticorpo TF foi ja
encontrado em pessoas sem patologia, significa que este ndo causard nenhuma reagéo
adversa no paciente e também que os humanos ndo sdo tolerantes ao antigénio TF
(Heimburg-Molinaro et al., 2011; Springer, 1997).

A primeira tentativa de criar uma vacina para o0 cancro, baseada nos antigénios TF,
surgiu em 1995 com um grupo de cientistas de Georg Springer. Um dos estudos
consistiu na vacinagdo de 32 pacientes com uma vacina constituida pelo antigénio TF

derivado de neuraminidase e com um adjuvante Cas(PO,), e vacina de Salmonella typhi,
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a qual expressa estes mesmos antigénios. Verificou-se que ao fim de longos anos com
repetidas vacinagOes, todos os pacientes sobreviveram mais de 5 anos (Heimburg-
Molinaro et al., 2011).

Um outro ensaio realizado pelo mesmo grupo envolvia 19 pacientes portadores de
cancro da mama, divididos em diferentes fases: 6 pacientes na fase IV, 6 na fase Il e 7
na fase Il, os quais foram vacinados por via intradérmica. Verificou-se que 3 dos
pacientes da fase 1V, 3 da fase Il e 5 da fase 11, ou seja, 11 pacientes, sobreviveram mais
de 10 anos e todos os pacientes sobreviveram mais de 5 anos de pds-operatorio.
(Springer et al., 1995).

Este nimero pode ndo ser muito significativo, mas leva a crer que uma investigacao
mais aprofundada em vacinas anti-TF pode trazer resultados bastante benéficos ao nivel

da imunoterapia para cancros, em especial ao cancro da bexiga.

A expressdo de antigénios de Lewis sialilados x e a (sLe* e sLe?) pode ser estudada e
explorada para a diferenciacdo entre células normais e células cancerosas. Desta forma,
podem ser utilizados como biomarcadores no diagnostico, tratamento e
desenvolvimento de vacinas para tumores que expressam estes mesmos antigénios
(Heimburg-Molinaro et al., 2011).

Foram detetados anticorpos anti-sLe em pacientes com melanomas que expressam estes
antigénios, demonstrando, assim, que estes antigénios sdo imunogénicos. Mas, esta
resposta por parte do sistema imunitario ndo é suficiente para combater o tumor. Para
iSsO € necessario aumentar a resposta imunoldgica com tratamentos especificos, como

as vacinas (Ravindranath et al., 1997).

Foi realizado um estudo por Ravindranath et al. (1997) que consistiu na indugéo de uma
reacao imunogénica em pacientes com melanoma. Foi injetada uma vacina de células de
melanomas que expressam sLe”. Ora, este antigénio encontra-se em maiores proporcdes
nas células de melanoma relativamente aos melandcitos normais. Assim, a ligagdo e a
agregacdo das células humorais aos anticorpos gerados esta facilitada, induzindo uma
resposta de forma a erradicar as células tumorais. Por outro lado, uma densidade mais
baixa nas células normais previne uma reacdo patolégica com estes anticorpos. Obteve-
se uma resposta para anticorpos anti-Le* IgM, que proporcionou a inducdo do
complemento, na citotoxicidade dependente de anticorpos, na opsonizagdo de células
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tumorais, e também no impedimento da ligacdo de ligandos a antigénios livres que

podem ter propriedades imunossupressoras.

Quando as vacinas sao administradas juntamente com adjuvantes (derivados de BCG -
Mycobacterium bovis — de MPL - Salmonella minnesota R595 — ou MCV - vacina de
células de melanoma), ha uma perda total de antigénio sLe* na superficie das células

tumorais, conduzindo a uma diminuic¢&o do tumor.

De realcar ainda a importancia da descoberta na qual pacientes cuja indugéo de IgM foi

maior que 1gG tiveram um melhor progndstico, comparativamente ao oposto.

Bukas et al. (2009) enumera algumas dificuldades quanto ao uso de TACAS em vacinas.
Em primeiro lugar, o antigénio carbohidratado a ser usado deve encontrar-se em
quantidades suficientes, deve ser portador de elevada pureza e ter uma integridade a
nivel estrutural. No entanto, isolar o antigénio a partir de material natural pode ser uma
tarefa ardua devido a heterogeneidade da glicosilacdo na superficie celular. Este
problema pode ser contornado melhorando os métodos de sintese de oligossacarideos
através de mecanismos mais sofisticados como um sintetizador automatico de
oligossacarideos e um pds-sintese. Desta forma, obter-se-a antigénios homogéneos de
oligossacarideos dotados de elevada pureza, com uma integridade estrutural
incontestavel e em grandes propor¢cdes. Em segundo lugar, aumentando a resposta
imune contra os hidratos de carbono vao associar-se dificuldades devido & natureza das
células-T independentes. Assim, uma resposta a este tipo de antigénios é diferente de
uma resposta a proteinas e péptidos fazendo com que a afinidade dos anticorpos IgM
seja baixa e de curta duracdo, ocorrendo, assim, uma falha de memdria e ndo inducéo de

células-T.

O facto de alguns TACASs poderem estar presentes em células normais (mesmo que em
concentragOes reduzidas), faz com que o sistema imune acabe por oferecer tolerancia
tornando a sua antigenicidade baixa. Desta forma, a indugdo de anticorpos 1gG contra
TACAs é muito mais dificil do que a inducdo de anticorpos semelhantes contra
antigénios virais e bacterianos carbohidratados. Tém sido feitos esfor¢os na tentativa de
melhorar esta situacdo da imunotoleréncia como, por exemplo, melhorar a apresentacdo

dos antigénios TACAs, induzindo respostas de anticorpos especificos e relevantes.
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5.3) Imunoterapia MUCL1

A mucina MUC1 é uma glicoproteina de alto peso molecular e localiza-se na superficie
luminal de ceélulas epiteliais polarizadas. Esta contém um dominio extracelular
constituido por um namero variavel de repeticdes de 20 aminoacidos, um numero
consideravel de O-glicosilagdo, um dominio transmembranar e um dominio intracelular

curto, onde se encontram locais para potenciais fosforilagdes (Disis, 2006).

Esta glicoproteina & expressa em varios cancros epiteliais, demonstrando padrdes
aberrantes de glicosilacdo, caracterizados por uma sobre-expressdo e hipoglicosilacéo,
nomeadamente ao nivel dos tumores colo-retais (75 a 100%). Assim, a MUC1 é um
forte candidato na inducdo de respostas imunes especificas de tumores (Disis, 2006;
Silk et al., 2009;

Estudos revelaram ainda que a MUC1 tem sido usada em ensaios clinicos humanos e
estes tém demonstrado que a imunoterapia baseada na MUCL é benéfica, protegendo os
pacientes de recorréncias de até oito anos em doentes com cancro da mama precoce (Li
etal., 2010).
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CAPITULO VI: CONCLUSAO

Finalizado o presente trabalho, foi clara a importancia que a glicosilagdo assume no
desenvolvimento de neoplasias. Este processo é primordial para a formacdo de
proteinas, ja que consiste na adicdo de hidratos de carbono a cadeias proteicas,
originando, assim, um glicoconjugado. Pode ainda ser distinguida em dois tipos: a N-

glicosilagdo e a O-glicosilagéo.

Alteracdes que possam surgir nos hidratos de carbono podem conduzir a modificagoes
nas funcbes dos mesmos, como por exemplo na diferenciagdo celular, no crescimento
celular, interacdes célula-célula, na resposta imune, entre outros. Assim, a analise destas
alteracdes, isto é, o resultado de uma glicosilacdo alterada, permitira a identificacdo de
possiveis biomarcadores, que podem, posteriormente, ser usados na investigacdo e

desenvolvimento de terapéuticas.

Neste trabalho destaca-se a influéncia de mucinas, lectinas, acidos sialicos e ainda dos
TACAS, expressos aqguando de uma glicosilacdo aberrante. Existem estudos nos quais se
comprova a sua influéncia ao nivel da evolugdo da doenca oncoldgica, nomeadamente o

cancro da bexiga.

Os antigénios carbohidratados associados a tumor tém sido alvo de varias investigacoes
uma vez que tumores cuja expressao em TACAs é elevada, tém-lhe associado uma
maior progressdo e metastizagdo. Dentro destes destacam-se 0s antigenios de Lewis e 0s

antigénios Thomsen-Friedenreich.

Desde ha cerca de duas décadas que sao realizados inimeros estudos com o intuito de
desenvolver vacinas para tumores que expressam estes antigénios e com resultados
benéficos para o paciente. O desenvolvimento, entdo, de uma vacina baseada em
TACASs pode ser uma nova esperanca a doentes oncologicos, em especial com cancro da
bexiga, ja que é uma das neoplasias mais comuns a nivel mundial, podendo, assim, ser
uma opg¢do a imunoterapia baseada em BCG ou outros métodos de tratamentos mais

agressivos.
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