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A

AR- Receptor de androgénios

aLHRH- Agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante
Al- Androgénio-independéncia

AD- Androgénio-dependéncia

Akt - Cinases activadas por mitogénios
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AP- Fraccao atribuivel

C

CaP- Cancro da prostata

CaPAl- Cancro da prostata androgénio-independente
CDKs- Cinases dependentes de ciclina

C- Citosina

D
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DHT- Di-hidrotestosterona
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E
EGF- Factor de crescimento epidérmico

EGFR- Receptor do factor de crescimento epidérmico

G
GnRH- Hormona libertadora de gonadotrofinas
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S
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Resumo

O cancro da préstata (CaP) é a segunda neoplasia maligna mais frequente no
homem. Na sua etiologia encontram-se envolvidos factores ambientais, hormonais e
genéticos. A terapia de bloqueio androgénico (TBA), que consiste na supressdo da
producao enddgena e da acgédo dos androgénios é frequentemente utilizada em estadios
avancados da doenca. Contudo, uma percentagem significativa de doentes desenvolve
resisténcia a TBA, resultando em cancro da prostata androgénio-independente (CaPAl).
Este é uma forma letal de CaP, que possui elevado potencial de progresséo e
metastizagdo e, actualmente, com limitadas opgdes terapéuticas. A progressido destes
tumores podera ser estimulada pela accdo autécrina e paracrina de factores de
crescimento responsaveis pela activacdo de cascatas de sinalizagdo que promovem a
proliferacédo, sobrevivéncia e migragao celular. A acg¢ao de ligandos, como o factor de
crescimento epidérmico (EGF) e o factor de crescimento de transformagido beta 1
(TGFR1), representam potenciais vias alternativas implicadas no processo de
desenvolvimento de androgénio-independéncia (Al).

O EGF e o TGF[31 possuem um papel central na proliferagao celular, com acgdes
antagonicas. O EGF é responsavel pela activagdo de vias de sinalizagdo que culminam
na proliferacdo e tumorigénese de células epiteliais, enquanto que o TGFR1
desempenha importantes fungdes na regulacao do ciclo celular, sendo responsavel pela
sua paragem em G1, inibindo consequentemente o crescimento celular. Modificagbes no
microambiente tumoral devido a variagao na concentracao relativa de EGF e TGFR1, por
influéncia dos polimorfismos funcionais EGF+61G>A e TGFB+869T>C poderao
condicionar a proliferagdo tumoral.

No presente trabalho foi realizado um estudo do tipo caso-controlo, com o
objectivo de analisar a influéncia dos polimorfismos funcionais EGF+61G>A e
TGFB1+869T>C na susceptibilidade para o desenvolvimento de CaP e um estudo de
sobrevida retrospectivo para avaliar a resposta dos doentes com CaP a TBA.

Foram analisadas amostras de DNA de quatrocentos e trinta e seis (436)
homens, dos quais cento e vinte e trés (123) apresentavam diagndéstico histopatologico
de CaP e trezentos e treze (313) sem doenga oncolégica. A analise dos polimorfismos
funcionais EGF+61G>A e TGFB1+869T>C foi realizada por PCR-RFLP e “Real-time
PCR”, respectivamente.

Relativamente ao polimorfismo EGF+61G>A, os resultados mostram que os
portadores do alelo G (modelo recessivo funcional) apresentam risco aumentado para

CaP (OR=1.81, P=0.010) e para no momento do diagndstico apresentarem doenga com
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fendtipo mais agressivo, isto €, doenga avangada, metastizacdo a distancia e Gleason=7
(OR=1.74, P=0.021; OR=2.33, P=0.038; OR=2.76, P=0.002, respectivamente). Quanto
ao polimorfismo funcional TGFB1+869T>C nao se verificaram diferengas com significado
estatistico. Contudo, a andlise da combinagédo dos polimorfismos funcionais dos genes
EGF e TGFB1, segundo um perfil genético de proliferagcdo celular, revelou que os
portadores de um perfil de média e alta proliferacdo tém risco aumentado para o
desenvolvimento de CaP comparativamente com os portadores de um perfil de baixa
proliferacédo (OR= 4.97, P=0.019; OR=5.68, P=0.010, respectivamente). Os portadores
do perfil genético de alta proliferacdo tém risco aumentado para apresentar Gleason =7
no momento do diagnéstico (OR=1.83, P=0.030).

A anadlise univariada do intervalo livre de doenga (ILD) até Al em doentes
submetidos a TBA segundo o método de Kaplan-Meier, demonstrou que o tempo até
recidiva e Al era inferior nos portadores G, comparativamente aos homozigéticos AA,
relativamente ao polimorfismo EGF+61G>A (P=0.018). Os portadores de um perfil de
alta proliferacdo apresentam também um ILD significativamente inferior aos portadores
de baixa/média proliferagcao, desenvolvendo Al mais cedo (HR=3.0, P=0.019). Nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas, entre as curvas de sobrevivéncia
dos homozigéticos C versus portadores T, relativamente ao polimorfismo
TGFB1+869T>C (P=0.452).

A avaliacdo do perfil genético individual relativamente aos polimorfismos
funcionais EGF+61G>A e TGFB1+869T>C podera contribuir para a compreensao de
eventuais mecanismos de regulagcdo e desenvolvimento tumoral de CaP e o

conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de resposta a TBA.
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Abstract

Prostate Cancer (PC) is the second most common cancer affecting men in the
western world. Environmental, hormonal and genetic factors are involved in its aetiology.
Androgen blockade therapy (ABT), which consists in the suppression of androgens
production and action, is frequently used in advanced stages, albeit most men will
eventually fail this therapy and die from recurrent androgen independent prostate cancer
(AIPC). The AIPC is a lethal form of PC with high potential of progression and
metastization, with limited therapeutic options. Its progression can be stimulated through
autocrine and paracrine mechanisms mediated by growth factors. These growth factors
can activate several signalling pathways inducing proliferation, survival and migration
pathways. Growth factors such epidermal growth factor (EGF) and transforming growth
factor beta 1 (TGFR1) are potential alternative pathways involved in the progression to
androgen-independence (Al).

EGF and TGFR1 are key players, with opposite roles in cell proliferation. While
EGF activates several intracellular pathways leading to proliferation and tumorigenesis of
epithelial cells, TGFR1 plays an important role in cell cycle regulation arresting it at G1
phase, thereby inhibiting epithelial prostate cell growth. Changes in tumoral
microenvironmental can be the consequence of functional polymorphisms like
EGF+61G>A and TGFB1+869T>C, which can modify the relative concentration of EGF
and TGFR1 and tumor proliferation.

The aim of this study was to analyse the influence of EGF+671G>A and
TGFB1+869T>C polymorphisms in PC susceptibility, aggressiveness and the response to
ABT.

We conducted a case-control study with four hundred and thirty six (436) men.
One hundred and twenty three (123) men with histopathological diagnose of PC and
three hundred and thirteen (313) men without neoplastic disease. The EGF+61G>A and
TGFB1+869T>C polymorphisms were detected through PCR-RFLP and Real-Time PCR,
respectively.

Concerning the EGF+61G>A polymorphism, results show that G carriers have a
higher risk to develop PC (OR=1.81, P=0.010) and for being diagnosed with an
aggressive disease phenotype (advanced disease, metastization and Gleason=7)
(OR=1.74, P=0.021; OR=2.33, P=0.038; OR=2.76, P=0.002, respectively). The analysis
of TGFB1+869T>C polymorphism showed lack of statistical significance. However, the
combined analysis of EGF and TGFB1 polymorphims according to a functional

proliferative genetic profile, showed that the intermediate and high proliferation genetic
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profile carriers have a higher risk to develop PC (OR=4.97, P=0.019; OR=5.68, P=0.010,
respectively). High proliferative genetic profile carriers have higher risk for being
diagnosed with Gleason=7 (OR=1.83, P=0.030).

Univariate analysis of disease free interval (DFI) until Al in patients submitted to
ABT according to Kaplan-Meier method show that the time to Al was lower in G carriers
when compared to A homozygous for EGF+61G>A (P=0.018). The high proliferative
genetic profile carriers have a significantly lower ILD than low/median proliferative genetic
profile carriers, developing Al earlier than the others (HR=3.0, P=0.019). Survival curves
show no evidence of differences between C homozygous and T carriers for
TGFB1+869T>C polymorphism (P=0.452).

The evaluation of individual genetic profile according to the EGF+671G>A and
TGFB1+869T>C functional polymorphisms can elucidate us about mechanisms involved
in tumoral regulation and development as well as the molecular mechanisms involved in

ABT response.
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Résumé

Le cancer de la prostate (CaP) est le second néoplasme maligne plus fréquent
chez 'homme. Dans la étiologie se trouvent d'engagés facteurs environnementaux,
hormonaux et génétiques. La thérapie de bloque androgénique (TBA), qui consiste a la
suppression de la production endogéne et de I'action des androgénes est fréequemment
utilisé dans des stades avancés de la maladie. Néanmoins, un pourcentage significatif de
malades développe résistance a TBA, en résultant dans cancer de la prostate
androgéne-indépendance (CaPAl), qui est une forme létale de CaP, qui posséde élevé
potentiel de progression et métastases du cancer, et a I'heure actuelle avec limitée des
options thérapeutiques. La progression de ces tumeurs pourra étre stimulée par I'action
autécrine et paracrine de facteurs de croissance, responsables par l'activation de
cascades de signalisation qui promeuvent la prolifération, la survie et la migration
cellulaire. L'action de ligands comme le facteur de croissance épidermique (EGF) et le
facteur de croissance de transformation béta 1 (TGF[1), représentent potentielles
maniéres alternatives impliquées dans le processus de développement d’androgéne-
indépendance (Al).

EGF et TGFR1 possédent un papier central dans la prolifération cellulaire, avec
des actions antagoniques. EGF est responsable de [l'activation de maniéres de
signalisation qui culminent dans la prolifération et la tumorigénese de cellules
épithéliales, tandis que TGFR1 joue d'importantes fonctions dans le réglement du cycle
cellulaire, en étant responsable de son arrét dans G1, en inhibant en conséquence la
croissance cellulaire. Modifications dans le micron-environnement tumoral di a la
variation dans la concentration relative de EGF et TGFR1, par influence des
polymorphismes fonctionnels EGF+61G>A et TGFB+869T>C pourront conditionner la
prolifération tumorale.

Dans présent travail a été réalisée une étude du type cas-contrble, avec I'objectif
comment analyser de linfluence des polymorphismes fonctionnels EGF+61G>A et
TGFB1+869T>C dans la susceptibilité pour le développement de CaP et une étude de
survie rétrospective pour évaluer la réponse des malades avec CaP a TBA. Ont été
analysés des échantillons de DNA de quatre cents et trente et six (436) hommes,
desquels cent et vingt et trois (123) présentaient diagnostic histopathologique de CaP et
trois cent et treize (313) sans maladie oncologique. L'analyse des polymorphismes
fonctionnels EGF+61G>A et TGFB1+869T>C a été réalisé par PCR-RFLP et “Real-time

PCR”, respectivement.

Epidemiologia Molecular e Farmacogenémica do Cancro da Prostata

XXV



Résumeé

A l'égard du polymorphisme EGF+61G>A, les résultats montrent que les
transporteurs de l'alléle G (modéle récessif fonctionnel) présentent risque augmenté pour
CaP (OR=1.81, P=0.010) et pour au moment du diagnostic présenter maladie avec
phénotype plus agressive, ceci est, maladie avancée, métastases du cancer a la distance
et Gleason27 (OR=1.74, P=0.021; OR=2.33, P=0.038; OR=2.76, P=0.002,
respectivement). Combien au polymorphisme fonctionnel TGFB1+869T> C ne se sont
pas vérifices des différences avec signification statistique. Néanmoins, 'analyse de la
combinaison des polymorphismes fonctionnels des génes EGF et TGFB1, selon un profil
génétique de prolifération cellulaire, il a révélé que les transporteurs d'un profil de
moyenne et elevée prolifération ont risque augmenté pour le développement de CaP
comparativement avec les transporteurs d'un profil de basse prolifération (OR= 4,97,
P=0.019; OR=5.68, P=0.010, respectivement). Les transporteurs du profil génétique de
haute prolifération ont risque augmenté pour présenter Gleason =7 au moment du
diagnostic (OR=1.83, P=0.030).

L'analyse univariés de lintervalle libre de maladie (ILD) jusqu' a androgéne-
indépendance (Al) dans des malades soumis TBA selon la méthode de Kaplan-Meier, a
démontré que le temps jusqu'a récidive et Al était inférieur nous porteuse G,
comparativement aux homozygote AA, a I'égard du polymorphisme EGF+61G>A
(P=0.018). Les transporteurs d'un profil de haute prolifération présentent aussi ILD
significativement inférieure aux transporteurs basse/de moyenne prolifération, en se
développant Al plus t6t (HR=3.0, P=0.019). Elles n'ont pas été trouvées des différences
statistiquement significatives, entre les courbes de survie des homozygote C contre
transporteurs T, a I'égard du polymorphisme TGFB1+869T>C (P=0.452).

L'évaluation du profil génétique individuel a I'égard des polymorphismes
fonctionnels EGF+61G>A et TGFB1+869T>C il pourra contribuer a la compréhension
d'éventuels mécanismes de réglement et de développement tumoral de CaP et a la
connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans le processus de réponse a
TBA.
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1. Introducao

1.1. Cancro: Conceitos Gerais

O cancro é actualmente, um importante problema de satde pablica mundial ™2,
De acordo com os dados mundiais de incidéncia e mortalidade, no ano de 2002 foram
diagnosticados 10,9 milhdes de novos casos de cancro e registadas cerca de 6,7
milhdes de mortes por cancro &,

Atendendo a relagéo entre a esperanca média de vida e o risco para cancro,
usando como referéncia a populagdo mundial do ano 2000, estima-se que em 2015 haja
um aumento significativo da incidéncia de cancro, uma vez que o namero de individuos
de 65 e 80 anos de idade serd 22% e 50% superior, respectivamente @ Desta forma,
admite-se que as taxas de incidéncia de cancro poderdo acompanhar o aumento da
esperanca média de vida.

O cancro é uma doenca heterogénea, com diferentes etiologias, histéria natural e
tratamento que se desenvolve através da interaccdo entre factores ambientais e

genéticos .

Trata-se de uma doenca multifactorial complexa cujo processo de
desenvolvimento € lento e envolve a ocorréncia de multiplos eventos sequenciais.

No cancro observa-se uma proliferacéo celular de novo, podendo formar-se uma
massa identificavel (tumor) capaz de invadir os tecidos adjacentes e metastizar, isto €,
disseminar e crescer em locais distantes da sua origem ©.

Dadas as inumeras questfes que permanecem sem resposta face ao cancro,
este € encarado como um desafio, tanto para os que estédo envolvidos no seu tratamento
clinico, como para todos os que se dedicam a estudar e caracterizar 0s mecanismos

moleculares subjacentes ao seu desenvolvimento.

1.2. Oncobiologia Molecular

1.2.1. Carcinogénese

Em consequéncia do processo de adaptacdo dos individuos ao meio em que se
encontram inseridos, estes possuem capacidade de reparar os danos provocados por
diversos tipos de agressbes que vao vivenciando ao longo da vida. O individuo e,
consequentemente, as células que constituem os seus tecidos, estdo diariamente

sujeitos a diferentes tipos de agressées, nomeadamente de origem quimica, fisica, viral
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e/ou bioldgica, podendo estas originar diferentes danos a nivel celular e,
especificamente, ao nivel do acido desoxirribonucléico (DNA). Nao obstante, algumas
células podem perder esta capacidade de reparacao e, consequentemente acumularem
erros no seu material genético.

A carcinogénese € um processo multifactorial e multifasico, que culmina no
desenvolvimento de neoplasias malignas, pela acumulagcdo de mutacdes genéticas e/ou
epigenéticas que poderdo conduzir a mudangas na actividade génica e a fendtipos
alterados sobre os quais actua a seleccdo ambiental e microambiental. Estas alteractes
genéticas conferem vantagem competitiva em relacdo as células normais °. Este
processo passa por varios estadios até que se constitua um carcinoma in situ (CIS),
podendo ser dividido em trés fases consecutivas: iniciacdo, promocdo e progressao
(Figura 1) .

Mutacdes herdadasem;
-genes dereparaciodo DNA;

- genes reguladores do

Activagio de

Oncogenes

Reparacio doDNA crescimento e apoptose

3 - : Mutages
CelulaNormal =2 = em células
somaticas

1

Carcinogenios;

Aﬁellesque Expressac genetica
regulam a - a“:‘a;a eﬁp:ldadg = Neoplasia
: produtos de genes ’ Maligna
apoptose b g

- guimicos;
-radiacdes;
-wirus;

- binlbaicas

INICIACAO PROMOGAO PROGRESSAO

Figura 1. Representagdo esquematica do processo de carcinogénese (adaptado de
Kumar et al., 2003 [6]).

A iniciacdo € uma fase que se caracteriza por uma alteracdo no material genético
de uma célula normal, por ac¢do de um agente carcinogénio. Caso a célula ndo tenha

capacidade de reparar o dano sofrido, vai ocorrer uma acumulagdo sucessiva de
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Y

alteracBes genéticas que conferem vantagem selectiva a célula “iniciada” — fase de
promocdo. A acumulacdo sequencial de alteracdes genéticas em genes responsaveis
pelo controlo da proliferacdo celular, da morte celular programada e da manutencéo da
integridade do genoma, culmina na expansdo clonal da célula “iniciada”. A fase de
progressao é uma fase irreversivel, em que o processo evolui até ao aparecimento das
primeiras manifestacdes clinicas da doencga. A progressédo do cancro caracteriza-se pela
inactivacdo de determinados genes e sobre-expressao de outros, dando origem a células
independentes da regulacéo local e central do organismo, que proliferam sem inibi¢&o.

O processo de carcinogénese possui paralelismos com o processo de seleccao
Darwiniano, em que o desenvolvimento neoplasico se rege pelos principios de Darwin:
expansao clonal, diversificacdo genética e pressao selectiva que origina sub-clones que
véo sofrendo mutacdes sequenciais .

Os genes mais frequentemente envolvidos na origem das neoplasias malignas
sdo: proto-oncogenes, ou seja, genes que codificam produtos reguladores do
crescimento celular normal e da diferenciacdo e cujo ganho de funcdo promove a
proliferacdo celular, sendo necesséario apenas a modificacdo de um alelo para ocorrer
alteracdo do fendtipo celular; os genes supressores tumorais, que codificam proteinas
gue normalmente suprimem a proliferacdo celular e que por perda de fungdo promovem
a proliferacao celular, sendo necessario ocorrer mutacées nos dois alelos para ocorrer
alteracdo do fenotipo celular; e os genes envolvidos na reparacao do DNA, no controlo
do ciclo celular e na angiogénese .

Em consequéncia do processo de carcinogénese, a células neoplasica evidencia
alteracdes das fungdes biolégicas comparativamente com as células normais, de que
sdo exemplos o aumento da proliferacdo celular, a menor diferenciagdo e/ou
especializacdo nas suas fungdes, a instabilidade genética, a capacidade de migragéo e
invasdo dos tecidos adjacentes, a capacidade de angiogénese e a resisténcia a
apoptose 1. Algumas dessas alteracdes poderdo ser transmitidas de geracdo em
geracgdo, através da linhagem germinativa do individuo, originando os cancros familiares,
enguanto que a maioria das neoplasias surgem de modo esporadico, na linhagem

somatica de tipos especificos de células, originando os cancros esporadicos.
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1.2.2. Variabilidade Genética Individual: Repercuss  &o no Microambiente Tumoral

Devido ao caracter multifactorial das neoplasias malignas, o seu desenvolvimento
€ condicionado pela interac¢do entre 0 meio ambiente em que o hospedeiro se encontra
e a variabilidade genética individual deste.

A descodificagdo do genoma humano permitiu constatar que diferencas nas
sequéncias de DNA podem explicar diferentes susceptibilidades para o desenvolvimento
neoplésico e diferentes padrées de desenvolvimento tumoral, tendo esta variabilidade
implicac6es ao nivel do tratamento e prognéstico %,

As variacdes no DNA existentes nos individuos de uma populagéo cuja variante
menos frequente esta presente em pelo menos 1% dessa populacdo designam-se
polimorfismos . A maioria dos polimorfismos, ocorre em genes envolvidos no controlo
da proliferacdo e diferenciacdo celular, na reparacdo de DNA e na manutencdo da
integridade do genoma, bem como em moléculas envolvidas no metabolismo de
diferentes xenobioticos.

Os polimorfismos mais comuns séo caracterizados pela alteracdo de apenas um
nucleétideo, na sequéncia de DNA, e designam-se por “Single Nucleotide
Polymorphisms” (SNP’s) 2.

Os SNP’s sdo a principal fonte de variabilidade individual, pelo que cada
individuo é portador de um vasto grupo de polimorfismos, o que lhe confere um
patrimonio genético Unico. Contudo, a distribuicdo da frequéncia dos SNP’s apresenta
variagdes dentro de uma mesma populacdo, para além de variacdes inter-populacionais.
Dado que o risco para cancro parece ser influenciado pelos padroes de SNP’s que cada
individuo possui em determinados genes-chave de susceptibilidade **, o estudo de
polimorfismos em genes-alvo proporcionara a definicdo de grupos de risco para o
desenvolvimento neoplasico e de grupos com significado prognaostico.

O individuo como portador de um conjunto de polimorfismos variaveis
apresentard um perfil de carcinogénese singular. Alguns desses polimorfismos podem
ser caracterizados como variantes genéticas funcionais, sendo a sua ocorréncia
responsavel por padrdes de expressdo genética/funcdo alterados. Estes, por originarem
diferencas na expresséo geénica e/ou diferencas na producdo adequada da respectiva
proteina, terdo a capacidade de determinar o microambiente tumoral que, por sua vez,

exercera influéncia no processo de desenvolvimento tumoral.
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Entende-se por microambiente tumoral o conjunto de todos os elementos néo-
epiteliais adjacentes as células tumorais incluindo fibroblastos, células imunitarias, matriz

extracelular e vasos sanguineos M.

Actualmente, admite-se que 0 mesmo ndo
desempenha apenas fun¢bes de suporte, como também a capacidade de contribuir para
o desenvolvimento e progressdo tumoral, por interaccdo mediada por moléculas
secretadas, de que sdo exemplo os factores de crescimento.

Os factores de crescimento sdo moléculas de comunicacao entre as células, que
asseguram o equilibrio funcional de todos os sistemas. A ocorréncia de polimorfismos
funcionais nos genes que os codificam podera ser responsavel pela quebra do estado de
homeostasia, devido a modificacdo da quantidade e qualidade destes factores que
poderédo influenciar o desenvolvimento e/ou progressao tumoral.

Assim, e reforcando o caracter singular do individuo conferido pelo conjunto de
polimorfismos, torna-se necessario a caracterizacdo dos individuos a nivel molecular,

bem como a analise/consequéncias destas variantes genéticas no cancro.

1.3. Cancro da Prostata
1.3.1. Epidemiologia e Historia Natural da Doenca

O cancro da prostata (CaP) € a segunda neoplasia maligna mais frequente no
homem ™, Estima-se gue, no ano de 2002, foram diagnosticados 679.000 novos casos,
representando esta frequéncia 11,7% do total de todos os novos casos de cancro
registados a nivel mundial. Neste ano, ocorreram 221.002 mortes por CaP (5,8% de
todas mortes por cancro) ¥,

Em 2000, o CaP foi a segunda neoplasia mais frequente no género masculino em
Portugal, verificando-se uma taxa de incidéncia de 53.0 por 100.000 habitantes
(populacéo Europeia) *°. A andlise de dados de mortalidade entre a década de oitenta e
a década de noventa do século XX, revela um aumento de 3.6% da taxa de mortalidade
por CaP ™. No ano de 2003 em Portugal, o CaP foi a neoplasia com maior taxa de
incidéncia em homens com idade superior a 60 anos .

Relativamente as taxas de incidéncias de CaP verifica-se uma grande
heterogeneidade a nivel mundial, o que revela grandes diferencas inter-populacionais.

As taxas de incidéncia mais elevadas observam-se nas populacGes Afro-americanas e
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de paises ocidentais desenvolvidos, enquanto que as mais baixas foram registadas em

populacdes Asiaticas %! (Figura 2).

Prostale Age-Standardized Incidence rate per 100,000

4 %‘{
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Figura 2. Taxas de incidéncia de cancro da préstata por 100.000
habitantes (Globocan 2002, IACR).

O CaP difere de outros tumores soélidos no que diz respeito a prevaléncia latente,
ou seja, o numero de homens com CaP excede em muito o nimero de homens
diagnosticados com a doenga e/ou que morrem em consequéncia desta. Estudos com
base em autdpsias revelam que 30-40% dos homens com idade igual a 60 anos
apresentam células tumorais prostaticas, aumentando para 60-70% a presencga destas
quando a idade se aproxima dos 80 anos 2%,

A prostata é uma glandula do sistema reprodutor masculino, localizada abaixo da
bexiga, envolvida por uma cépsula, consistindo num epitélio glandular embebido num
estroma fibromuscular. O epitélio glandular da préstata € composto por duas camadas
histologicamente distintas: a camada luminal e a camada basal. A primeira € constituida
por células responsaveis pela producdo de antigénio especifico da prostata (PSA) o lhe
confere a capacidade secretora. A camada basal € formada por células epiteliais
cubdides, na qual residem nichos de células estaminais responsaveis pelo

desenvolvimento de células epiteliais prostaticas 2.

Epidemiologia Molecular e Farmacogenémica do Cancro da Préstata

6



1. Introducao

A préstata pode ser subdividida em quatro regides: zona fibromuscular anterior;
zona central, onde se desenvolvem 15-20% das neoplasias; zona periférica, onde se
desenvolvem 70% das neoplasias; e, zona de transicdo junto a uretra, na qual se

desenvolvem 10-15% das neoplasias (Figura 3) %3,

a.Zona central

b. Zona fibromuscular

Ducto ejaculatorio g
c.Zona detransicio

d.Zona periférica

e. Regido da glandula

periuretral

Figura 3. Representacéo esquematica das zonas que

constituem a prostata (adaptado De Marzo et al., 2007 [24]).

Atendendo ao caracter glandular deste 6rgdo, a maioria das neoplasias que nele
ocorrem s&o adenocarcinomas e tém origem na zona periférica > %,

Na etiologia do CaP parecem estar envolvidos diversos factores, nomeadamente
hormonais, ambientais, do hospedeiro e genéticos. Todavia, 0os mecanismos de
carcinogénese desta neoplasia permanecem por esclarecer.

O desenvolvimento de CaP esta fortemente associado a factores do individuo
como idade, etnia, patriménio genético e histéria familiar da doenca "#%%! Qutros
factores, como os habitos alimentares, a préatica de exercicio fisico, factores sexuais e de
inflamacdo, podem igualmente estar implicados na carcinogénese de tumores
prostaticos.

No que respeita a idade, alguns estudos evidenciam que 30% dos homens com

idade superior a 50 anos tém CaP enquanto que, outros estudos, revelam um aumento
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da prevaléncia em homens com 40 anos e com mais de 80 anos de idade de 12% para
43%, respectivamente %,

Trabalhos dedicados a importancia dos factores ambientais no desenvolvimento
de CaP, demonstraram a existéncia de risco acrescido para o desenvolvimento da
neoplasia prostatica aquando do aumento da ingestdo de gorduras de origem animal em

s 2782 Estas evidéncias tém por base estudos sobre migracédo de

paises desenvolvido
populacdes nos quais se verificou que individuos que migram de paises cuja taxa de
incidéncia de CaP é baixa para paises em que esta é elevada tém um risco aumentado
para desenvolverem CaP. Mais ainda, constatou-se em populacdes emigrantes que, ao
fim de uma ou duas gerac¢des no pais de acolhimento, estas apresentam uma taxa de
incidéncia semelhante a do pais de acolhimento. Exemplo disto € o caso de individuos
de origem Chinesa, Japonesa ou Coreana que, passado algum tempo apds emigracao
para os Estados Unidos da América, passam a apresentar taxas de incidéncia de CaP
similares as apresentadas pelos Americanos **%31:32,

Como anteriormente referido, a histdria familiar da doenca é um importante factor
de risco para o desenvolvimento de CaP. Desta forma, homens cujos familiares em
primeiro grau tiveram a doenca, apresentam um risco de desenvolverem CaP duas
vezes superior, quando comparados com homens sem histéria familiar de doenca
263334351~ Contudo, apenas uma pequena percentagem (10-15%) de CaP pode ser
considerada como hereditaria 1*%.

Apesar do contributo de vérias areas da investigacdo, permanecem por descobrir
guais os factores de risco ambientais, genéticos e bioldgicos que permitem explicar a
heterogeneidade verificada nas taxas de incidéncia de CaP a nivel mundial, sugerindo
que outros factores, nomeadamente a variabilidade individual e populacional, possam
influenciar a susceptibilidade para o desenvolvimento desta neoplasia.

A descoberta do PSA como biomarcador foi um marco histérico a nivel clinico,
dada a sua utilidade na deteccéo precoce de CaP, tendo permitido a organizagdo de
programas de rastreio da doenca ?®*"1. Apés a sua descoberta verificou-se um aumento
significativo das taxas de incidéncia e de mortalidade de CaP. Contudo, este aumento
pode ser o reflexo do aumento das medidas de vigilancia e ndo necessariamente
resultante do aumento real do niumero de novos casos. Nos EUA, por exemplo, verificou-
se, no inicio da década de noventa, um aumento das taxas de incidéncia em

consequéncia da introducdo generalizada do teste do PSA como método de rastreio #32.
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Apesar do teste do PSA ser aceite como um biomarcador de patologia prostatica
ainda existe alguma controvérsia quanto a sua utilizacdo, devido principalmente a sua
inespecificidade. O PSA ¢é libertado no soro pelo tecido prostatico tanto em situacfes
benignas como em situacdes malignas ®”. Assim, este método de diagnéstico deve ser
aliado a outros e, por este motivo, deve ser sempre considerado como um método
auxiliar de diagnéstico. Como métodos de rastreio de CaP encontram-se o toque rectal e
o doseamento sérico do PSA. A biopsia em sextante guiada por ecografia transrectal da
prOostata, associada ao doseamento sérico do PSA, constitui um bom meio de
diagnéstico desta neoplasia, especialmente em fases assintométicas da mesma 7.

O CaP apresenta uma grande variabilidade quanto ao seu comportamento
biolégico. Todavia, os tumores possuem caracteristicas que ajudam a prever a
agressividade da doenca, nomeadamente, a dimensdo/volume do tumor inicial e o grau
histologico (classificacdo de Gleason). A extensdo local e a disseminacao a distancia sao
caracteristicas Uteis para o estadiamento.

A classificacdo de Gleason mede o grau de semelhanca entre o tumor e a
glandula prostética a partir da qual se desenvolveu o tumor, podendo o “score” variar

140421 Quanto maior o grau de Gleason de um tumor, maior a probabilidade

entre 2 e 10
de possuir comportamento agressivo.

Os tumores de grau 2/3/4 sdo caracterizados como tumores bem diferenciados;
0s tumores de grau 5/6 sdo definidos como moderadamente diferenciado; os tumores de
grau 7 sdo considerados tumores de fendtipo mais agressivo do que um tumor
moderadamente agressivo mas menos letal do que tumores pouco diferenciados; os
tumores de grau 8/9/10 s&o tumores pouco diferenciados, sendo caracterizados como
muito agressivos e que frequentemente apresentam capacidade de metastizacéo.

A par do diagnostico histopatolégico, o estadiamento clinico estabelecido
aquando do diagnostico constitui um dos passos mais importantes para orientacdo da
terapéutica. Este consiste no agrupamento dos casos em categorias, tendo por base a
extensdo da doenca, sendo esta uma descricdo detalhada do grau de disseminacéo da
doenca a partir do 6rgdo de origem. Actualmente o sistema de estadiamento mais

utilizado é o sistema de estadiamento TNM ¥

. A componente T corresponde ao
tamanho e extensdo local do tumor, a componente N a metastizacao glanglionar regional
e a componente M a metastizacao a distancia.

Individuos diagnosticados em estadios iniciais de desenvolvimento de CaP sao

geralmente submetidos a cirurgia (prostatectomia radical) e/ou radioterapia ?**¥, com

Epidemiologia Molecular e Farmacogendmica do Cancro da Prostata

9



1. Introducéo

intencdo curativa. Individuos com tumores prostaticos em estadios avancados sao
habitualmente submetidos a terapia de bloqueio androgénico (TBA), que consiste na
supressdo da producdo enddgena e accdo dos androgénios “**°, ja que os androgénios
e receptores de androgénios (AR) sdo importantes reguladores da proliferacdo e

desenvolvimento das neoplasias prostéaticas ¢,

1.3.2. Mecanismos de Desenvolvimento de Androgénio-  independéncia

Os androgénios sdo hormonas importantes para o crescimento da prostata. O
principal androgénio masculino em circulagéo é a testosterona, produzida principalmente
nas células de Leydig nos testiculos (90%) e parcialmente na glandula supra-renal (10%)
4 Em situacdes normais os niveis de testosterona s&o controlados por um mecanismo
de “feedback” negativo estabelecido entre o eixo hipotalamo-hipéfise-génadas “® (Figura

4).

Hipotalamo

\__ GnRH
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Hipofise
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Tgstfculo
Glindula supra-renal ]

Regulagio porfeedbad negativo

< % " Testosterona
| Frrve

(s i ) — Ll e‘w
i

Célula prostatica

Figura 4. Mecanismo de regulagdo da testosterona
(adaptado de Tilbrook et al., 2001 %),
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BN

A testosterona circulante encontra-se principalmente ligada a albumina e a
globulina de ligacdo a hormona sexual (SHBG) e parcialmente dissolvida no soro.
Quando a testosterona livre contacta com as células prostaticas, € convertida, por accédo
da enzima 5a-redutase, em dihidrotestosterona (DHT). A DHT é uma hormona mais
activa do que a testosterona, apresentando uma afinidade cinco vezes superior para o
AR B9,

ApOs a ligacdo da DHT ao receptor intracelular de androgénios, ocorre activagao
da via de sinalizacao intracelular que culmina na activacéo da transcricdo de genes-alvo,
envolvidos em importantes mecanismos celulares de crescimento e sobrevivéncia celular
(Figura 5).

o " - ’Tse.magm

|
- "'1" So-ratitasa T

’—}.m

Celulas androgénio-dependente

V
S .HSP

GTA

RN

Activacdo degenes alvo
PE,
Crescimento
Sobreviveéncia

Figura 5. Activacéo da via de sinalizagdo mediada
pelos androgénios (Feldman et al., 2001 %),

O desenvolvimento de CaP é dependente da relacdo criada entre os niveis da
proliferacdo celular e a taxa de apoptose, sendo os androgénios 0s principais
reguladores desta relacdo, estimulando a proliferacdo celular e inibindo a apoptose ®%.

Assim, quando os individuos sdao submetidos a TBA verifica-se, inicialmente, uma
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regressao tumoral, pois ha auséncia de androgénios a proliferacdo celular € baixa e a
taxa de apoptose celular elevada.

A TBA consiste na utilizacdo de farmacos ou procedimentos cirlrgicos com o
intuito de bloquear o acesso das células tumorais prostaticas a androgénios, uma vez
gue estes sd0 necessarios para a proliferacdo e diferenciacdo de células cancerigenas
prostéticas. Esta abordagem terapéutica inclui todo o tipo de tratamentos que tém como
objectivo principal controlar o crescimento tumoral por regulacdo hormonal =,

Dois dos principais tipos de terapia de bloqueio androgénico utilizados
actualmente consistem na utilizagdo de antiandrogénios e na utilizacdo de agonistas da
hormona libertadora da hormona luteinizante (aLHRH). Os antiandrogénios vao competir
especificamente ao nivel dos AR na célula alvo. Inibindo o crescimento da préstata e
vesiculas seminais no carcinoma da préstata inoperavel. Os aLHRH, tém uma acc¢éo
central ao nivel da hipofise, regulando negativamente os receptores da hormona
libertadora de gonadotrofinas (GnRH) na hipofise, conduzindo a supressédo da libertacao
da hormona luteinizante (LH) e consequentemente a inibicdo da secrecdo de
testosterona a nivel dos testiculos 2.

Embora a ablacdo androgénica inicialmente provoque remissao da doenca, uma
elevada percentagem de doentes com CaP evoluem para uma fase denominada de
hormono-resisténcia ou androgénio-independéncia (Al), deixando de responder a TBA,
desenvolvendo cancro da préstata androgénio-independente (CaPAl).

O CaPAl é uma forma letal de CaP, apresentando elevado potencial de
progressdo e metastizacéo “¥. Devido a limitacdo terapéutica actualmente existente para
0 seu tratamento, permanece associado a uma elevada mortalidade e morbilidade.
Factores de susceptibilidade genética, nomeadamente variantes genéticas no DNA
poderdo ser fortes candidatos a explicar o motivo pelo qual a maioria dos doentes
progridem para CaPAl.

Foram descritas varias vias através das quais o CaPAIl parece desenvolver-se
5053 Estas vias permitem interpretacdes sobre os mecanismos de accdo dos
androgénios, bem como mecanismos alternativos pelos quais as células tumorais per se

47 resultando

elou por influéncia do microambiente envolvente proliferam e metastizam
em resisténcia a TBA. Varios modelos explicativos foram propostos para explicar o
desenvolvimento deste fendtipo: o modelo da hipersensibilidade a androgénios; o

modelo da via promiscua; o modelo da activacdo da via dos androgénios independente
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do ligando; o modelo da seleccéo clonal e 0 modelo da activacdo de vias de proliferacdo

alternativas (Figura 6).

Corticosterdides

@ Testosterona Factores de crescimento ﬂ Factores de crescmento
o I | i
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[AKT]IMAPK]

mmm / ¥
¥ a

AR targat ganss

AR

Via hipersensivel

Via alternativa

Figura 6. Mecanismos de desenvolvimento de resisténcia a terapia de

bloqueio androgénico (TBA) (adaptado de Feldman et al., 2001 %)

No modelo de hipersensibilidade a androgénios, as células vao adquirir a
capacidade de responder a infimas quantidades de androgénios que ainda permanecem
no meio mesmo durante a TBA. O facto de em aproximadamente 30% dos tumores Al

ser detectada amplificacdo génica do AR 1**

, € consequentemente aumento de
expressao do receptor, suportam esta hipétese. Contudo, esta alteracdo ndo se observa
nas células tumorais iniciadoras, sugerindo a selecgéo de outro tipo de células. De facto,
individuos com sobre-expressao de AR apresentam intervalo livre de doenca & TBA
superior. Como resposta adaptativa a TBA as células tumorais da prostata podem
também desenvolver maior estabilidade e sensibilidade do AR ' bem como maior da
taxa de converséo de testosterona em DHT %,

Segundo o modelo promiscuo, a célula tumoral vai adquirir modificacdes no seu
genoma, essencialmente mutacbes “missense”, que nalguns casos se traduzem em

perda da especificidade do AR para o ligando, podendo assim o AR ser activado por
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outros ligandos, como os factores de crescimento Bl Assim, durante a TBA, a activacao
da cascata de sinalizacdo mediada pelos androgénios ndo fica comprometida pela sua
baixa concentragéo.

Durante o processo evolutivo, as células, como forma de se adaptarem e
sobreviverem as condi¢bes microambientais foram desenvolvendo uma complexa rede
de interac¢bes de vias de sinalizacdo. A linearidade caracteristica das vias de
sinalizacdo primordiais foi substituida por uma complexa rede de interac¢do entre as

diversas vias de sinalizago intracelulares *" (Figura 7).

Cascata desinalizagio Rede de cascatas de
intracelular primordial sinalizacdointracsiulares

Figura 7. Complexificacdo e interac¢éo das vias de sinaliza¢éo
intracelulares nos Vertebrados no decurso do processo natural
evolutivo (adaptado de Amit et al.. 2007 ®7.

Esta interaccdo possibilita a activacdo da via de sinalizacdo mediada pelos
androgénios por outras vias de sinalizagdo. Factores de crescimento, como o factor de
crescimento epidérmico (EGF) podem ligar-se ao seu receptor transmembranar
desencadeando a activacéo da correspondente via de sinalizacao intracelular. Contudo,
ainda ndo se excluiu a hipétese de algum mediador de sinal do receptor do factor de
crescimento epidérmico (EGFR) poder interagir com a via de sinalizacdo mediada dos
androgénios . Os estudos de Ye e colaboradores ®? mostraram que existe uma
relacdo de “feedback” positivo entre a transcricdo de genes induzidos pelos androgénios

e a transducéo de sinal via EGF, podendo um estimular a sintese de receptores do outro.
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Segundo o modelo de seleccdo clonal, no microambiente celular existem
diferentes populacdes de células, umas androgénio dependentes (AD) e outras Al.
Durante a TBA, as células Al adquirem vantagem competitiva, j& que 0 seu
crescimento/proliferagéo nédo fica comprometido.

Varios estudos sugerem a influéncia de factores de crescimento na evolugéo para
Al B%%% O EGF, o factor de crescimento de transformacéo beta 1 (TGFR1) e respectivos
receptores parecem estar envolvidos no processo de desenvolvimento de Al [¢°62,

No processo de desenvolvimento de Al, as células sdo expostas a modificagbes
no seu microambiente, ocorrendo significativas alteragdes em importantes vias de
sinalizagdo que medeiam a proliferagdo/inibicdo celular. O crescimento do tumor
prostatico na auséncia de androgénios, podera dever-se a activacdo de vias de
sinalizacdo intracelulares alternativas, especialmente a via de sinalizacdo ErbB/HER,

que implicam o EGF como ligando ¥

. A célula como resposta ao novo microambiente
redirecciona o seu programa de proliferacdo celular, ndo ficando assim a proliferacao
comprometida pela TBA. Durante a aquisicdo de Al, verifica-se alteracdo do padréo de
expressao de moléculas chave que regulam importantes processos celulares, como
estimulacaol/inibicdo da proliferacao celular e angiogénese. De entre estes realcam-se a
sobre-expressdo do EGF e do seu receptor (EGFR), sobre-expressdo do factor de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), sub-expressdo do receptor do factor de

crescimento de transformag&o beta 1 do tipo | (TRRI) ¥ (Figura 8).

AR AR-

i Cols

Sobreexpr: VEGF Aumento daan
Sobreexpre deEGF EGFR, IGFR *Loops™

Insensibili
praolife

Al
Aumento da angio
Dimunuicio dares

Tumores androgénio- |
independente f

Tumores metastaticos

Figura 8 . Alteracdo da activacéo de vias de sinalizacéo intracelulares durante a

progressao tumoral de tumores prostaticos (adaptado de Lee et al., 2004 [62]).
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1.4. Factor de Crescimento Epidérmico

A comunicagéo intercelular ocorre, entre outras moléculas, através de factores de
crescimento, que actuam de forma paracrina, autocrina ou pela circulagdo assegurando
que o crescimento celular se processe de acordo com as necessidades fisioldgicas.
Contudo, na célula tumoral verifica-se uma proliferacdo descontrolada, desregulando o
equilibrio intercelular.

O EGF é codificado pelo gene EGF localizado no cromossoma 4¢25-27 (Figura
9). E uma proteina com um papel central na proliferagéo celular, como mitogénio em

células epiteliais e na tumorigénese #3%4,
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Figura 9 . Localizacdo do gene EGF no

cromossoma 4 (www.ncbi.nlm.nih.gov).

O EGF é um ligando importante de um complexo mecanismo de transducdo de
sinal, que em conjunto com o receptor transmembranar (EGFR) modelam o crescimento
celular . O receptor membranar EGFR pertence a familia de receptores ErbB e
compreende 4 membros: EGFR (ErbB1/HER), ErbB2 (Neu/HERZ2), ErbB3 (HERS3) e
ErbB4 (HER4). Estes receptores tém em comum um dominio extracelular rico em
residuos de cisteina, um dominio transmembranar, € um dominio intracelular com
actividade cinase de residuos de tirosina .

Quando o EGF se liga ao EGFR, o receptor sofre dimerizacdo, ligando-se a outro
receptor da familia ErbB, formando homo ou heterodimeros funcionais. Apds a
dimerizacdo ocorre uma fosforilacdo cruzada dos dominios intracelulares, e
consequentemente, activacdo da cascata de sinalizacdo. Ap6s a estimulacdo de
diferentes proteinas adaptadoras no citoplasma, ocorre a estimulacdo de diferentes

cascatas de sinalizacdo: a via de sinalizacdo de cinases de proteinas activadas por
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mitogénios (MAPK); a via da cinase de fosfatidilinositol 3-OH (PI3K); a via da cinase

activada por mitogénios (Akt) " (Figura 10).

Complexo Dimerizacdo
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Progressao do
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Figura 10. Via de sinalizacao intracelular activada pelo EGF (adaptado
de Yarden et al., 2001 7).
MAPK: cinases de proteinas activadas por mitogénios; PI3K: cinase de

fosfatidilinositol 3-OH; AKT: cinase activada por mitogénios.

A activacdo da via EGF/EGFR induz a expressdo de genes que implicam
alterac0es fisioldégicas com impacto na proliferacao celular, sobrevivéncia, angiogénese e
metastizacao 8.

Actualmente admite-se que o receptor transmembranar EGFR participe na
patogénese de diversas neoplasias. Est4d descrito em tumores um aumento da
expressdo dos ligandos, assim como uma sobre-expressdo de EGFR % A sobre-

expressao de EGFR poderd induzir a transformacéo neoplasica na presenca de niveis
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apropriados de ligandos ”. O EGFR e seus ligandos encontram-se frequentemente

expressos na maioria dos carcinomas (Figura 11) ™,

[ TipodeNeoplasia | EGFR(H
Prostata 40-80
Pulmio 40-80
MMama 14-91
Estomdgo 33-74
Colén 2577
Esofago 43-89
Figado 47-68
Pancreas 30-50
Rim 50-90
Bexiga 35-86
Ovario 3570
Cabeca ePescogo 36-100

Figura 11. Percentagem de expresséo do
receptor EGFR em diferentes modelos tumorais

(adaptado de Normanno et al., 2003 [).

Devido as fungbes que a via de sinalizacdo EGF/EGFR assume no
desenvolvimento e/ou progressdo de neoplasias malignas, nos ultimos anos tem-se
assistido ao desenvolvimento de terapias direccionadas a alvos especificos desta via.
Em alguns tipos de cancro tem-se recorrido ao uso de anticorpos monoclonais anti-
EGFR e/ou inibidores do dominio de cinase de residuos de tirosina do EGFR com o
intuito de atrasar a progressdo da doenga, estando algumas destas terapias em
utilizacdo clinica e outras em diferentes fases de ensaios clinicos (Figura 12) 7,
Actualmente admite-se que o sucesso destas terapias dirigidas a alvos especificos da
via EGF/EGFR passara pela administracdo combinada de anticorpos monoclonais anti-

EGFR e inibidores do dominio de cinase de residuos de tirosina do EGFR.
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Alvo Nome do agente Descrigao Tipo de cancro Status de
molecular terapéutico aprovagao
EGFR Cetuximab (Erbitux) Anticorpo Cancrocolo-rectal Aprovado (2004)
quimérico
EGFR Panitumumab (ABX-EGF) Anticorpo Cancrocolo-rectal Aprovado (2008)
humana
EGFR Matuzumab (EMD 7200007 Anticorpo Cancrodopulméo Fasell
humanizado
EGFR Gefitinib (Iressa) TKi Cancro pulméo ndo Aprovado (2005)
pequenas células
(CPNPC)
EGFR Erlotinib (Tarceva) TKi CPNPC, cancrodo Aprovado (2004)
pancreas
EGFR e HER2 Lapatinib(Tykerb) THI Cancroda mama Aprovado (2007)
EGFR, HER2, AEE-T88 TKi Glioblastoma Fasel
WEGF

Figura 12. Agentes de terapia dirigida e respectivo alvo, usados em diferentes

modelos tumorais (adaptado de Amit et al., 2007 #7).

1.5. Factor de Crescimento de Transformacéo Beta 1

O factor de crescimento de transformacéo beta (TGFR) pertence a uma familia de
citocinas altamente conservadas entre os mamiferos, encontrando-se envolvido numa
grande variedade de fun¢des desde o desenvolvimento embrionario a homeostasia dos
tecidos adultos. O TGFR apresenta 3 isoformas TGFR1, TGFR2 e TGFR3, codificadas
por diferentes genes, sendo o TGFR1 a isoforma mais abundantemente expressa "2,

O TGFR1 é codificado pelo gene TGFB1 localizado no cromossoma 19g13.1
(Figura 13).

LA
bR L
AL
1*1b6]

11b61
11461
= 11461

A 141
- 141461
- 241461
- $'01461

—

TGFB1

Figura 13. Localiza¢éo do gene TGFB1 no

cromossoma 19 (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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O TGFR1 encontra-se envolvido em importantes processos de regulacédo
intracelular: divisdo celular, diferenciacdo, motilidade, adesdo, apoptose, migracao
celular e vigilancia imunolégica. Uma das principais fun¢gbes do TGFR1 € a inibicdo do
crescimento e proliferacéo celular .

O TGFR1 apresenta a capacidade de ligar-se a um complexo de receptores,
formado pelo TRRI e pelo receptor do tipo Il (TRRII). Apos ligagdo do TGFR1 ao TRRII,
ocorre fosforilagdo do dominio cinase do receptor do tipo | e posterior activacdo do
mesmo. Com a activacdo do TRRI, a via de sinalizagéo € activada. Este receptor fosforila
um complexo formado pelas proteinas intracelulares SMAD2/3. Este complexo quando
fosforilado liga-se & SMAD4, sendo o complexo formado translocado para o nucleo. O
complexo SMAD2/3/4 regula a transcricdo de varios genes alvo por interac¢cdo com
outros co-factores. As proteinas SMAD6 e SMAD7 tém a capacidade de inibir todo este
processo interagindo directamente com o TRRI prevenindo a fosforilacdo do complexo
formado pelas SMAD2/3. A expressdo de SMAD7 pode ser activada pela sinalizacdo da
via EGF/EGFR (Figura 14).

TGFR1 inactivo

TG FE.V

Complexode
receptores
TRRII TRERI P Complexo EGF/EGFR

— kl"

- Activagdo de genes alvo - Expressao SMADT

Figura 14. Via de sinalizacao intracelular activada pelo TGFR1

(adaptado de Kaklamani et al., 2004 ["3).
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Um dos principais alvos da via de sinalizacdo TGFR1 € a paragem do ciclo
celular, nomeadamente na passagem da fase G1 para S. A passagem de G1-S é
controlada por duas familias de proteinas: as ciclinas e as cinases dependentes de
ciclina (CDKs). Na transicdo G1-S existe um importante “checkpoint” que, uma vez
ultrapassado, compromete as células a transitar para a fase S e, subsequentemente a
dividirem-se. A passagem deste “checkpoint” requer que a ciclina D se ligue a CDK4 e a
CDK®6 e a ciclina E se ligue a CDK2. Estas ligagbes séao reguladas pelo TGFR1 por 2
principais mecanismos: activacdo da transcricdo dos inibidores de cinases dependentes
de ciclina p15, p21 e p27 ", e supress&o da expressdo de factores de transcricdo como
0 c-myc.

O TGFR1 regula também a activacdo da p53. A activacdo de p53 induz a
transcricdo de p21, que inibe a formacdo do complexo ciclina E/CDK2 e que, associada
a pl5, inibe o complexo ciclina D/CDK4. A inibicdo deste complexo previne a
hiperfosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRb), que num estado de hipofosforilacdo
impede a replicacdo celular, sequestrando também o factor de transcricdo E2F. Devido
ao desencadeamento de todo este complexo sistema de inibicdo, o TGFR1 contribui para
a paragem do ciclo celular na fase G1, inibindo consequentemente o crescimento de
tecidos epiteliais (Figura 15) .

Durante o desenvolvimento tumoral o TGFR1 parece possuir um papel duplo, isto
€, comporta-se como supressor tumoral nas fases iniciais do desenvolvimento do tumor
e promove o desenvolvimento deste em fases mais avancadas, favorecendo assim a
motilidade e invasividade """, O aumento da expresséo de proteases e plasmina pelas
células tumorais altera a activagdo do TGFR1 e a degradacdo da matriz extracelular com
consequente libertacdo de TGFR1. Todas estas alteracfes resultam num microambiente
gue promove o0 crescimento, invasdo, angiogénese tumoral e supressao imunitéria, com
diminuicdo do nimero de células “natural killer” (NK), células B e células T "2,

O seu papel na promocado do desenvolvimento tumoral podera ser desencadeado
pela ocorréncia de mutacdes em importantes elementos da via de sinalizagcdo como o

TRRII, ou mesmo devido & perda de expresséo deste receptor /98,
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Figura 15. Influéncia do TGFR1 no ciclo celular (adaptado de
Elliott et al., 2005 %),

Muitos tumores apresentam uma expressao aumentada de TGFR1, sabendo-se
que niveis aumentados em circulacdo estdo associados a pior prognéstico ®3. O
desenvolvimento de terapias anti-TGFR1 poderd ser uma abordagem promissora no
tratamento de cancro, contudo deverd ser sempre contextualizada com o caracter bi-

funcional do TGFR1 e adaptado a fase e estadio da doenca (Figura 16) %,
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Alvo Terapéutico Nome do agente terapéutico Descrigao Status de
aprovagao
TGFR2 AP-12009 Oligonucledtideo Fase ll
TGFR1 AP-11014 Oligonucledtideo Pré-clinico
TGFR2 Lerdelimumab (CAT 152) Anticorpo Faselll
TGFR1 Metelimumab (CAT 192) Anticorpo Fasell
TGFRR Soluble TBR2-Fc Proteina soldvel Pré-clinico
estabilizada
Dominio cinase Lys550410 Molécula inibidora Pré-clinico
TGFAR1 Lys580276
Lys364947
Lys2109761
Dominio cinase LY2157299 Molécula inibidora Fasel
TGFRR1
Dominio cinase 5B-505124 Molécula inibidora Pré-clinico
TGFER1 S5B-431542
Dominio cinase sD-208 Molécula inibidora Pré-clinico
TGFER1
SMADs Tre-xFoxH1b Péptido Pré-clinico
Trx-Lef1

Figura 16. Terapias dirigidas e respectivo alvo, na via de sinalizagdo
mediada pelo TGFR1 (adaptado de Saunier et al., 2006 [83]).

1.6. Polimorfismos Funcionais nos Genes EGF e TGFB1

Factores de crescimento como o EGF e TGFR1 contribuem para a modulagdo do
microambiente tumoral. A diferente biodisponibilidade destes ligandos e interac¢cOes
entre as respectivas vias de sinalizacdo podem condicionar a progressdo tumoral.
Variantes funcionais nos genes que codificam estes factores de crescimento poderdo
contribuir para a compreensdo dos diferentes padrées de desenvolvimento tumoral e
resposta a TBA.

Estudos prévios demonstraram a existéncia de um polimorfismo localizado no
locus +61 do gene EGF, o qual implica uma transicdo G>A (guanina—>adenina) na
regido promotora do gene EGF (SNP ID: rs4444903) ¥ Esta transicdo influencia
significativamente os niveis de expressédo de EGF, estando a variante G associada a um

aumento da biodisponibilidade de EGF no sangue, células tumorais de gliomas e células
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de cancro de mama #*#*#% Sabendo-se que o EGF é expresso em células tumorais da
prostata ¥ e em células de sangue periférico ¥, é plausivel que os portadores do alelo
G, associado a maior expresséo de EGF %% estejam expostos a niveis mais elevados
do ligando, com repercussdo eventual no tumor por via paracrina e/ou autocrina. Varios
estudos de epidemiologia molecular, associam a presenca do alelo G a um aumento do
risco de desenvolvimento de melanoma, glioma, e cancro gastrico 848687,

Dos varios polimorfismos descritos no gene TGFB1, a variante genética funcional
TGFB1+869T>C (SNP ID: rs1982073), localizada no locus +29 do cod&o 10 do exéo 1
do gene TGFBL1, consiste na transicdo de uma timina (T) por uma citosina (C) esta
alteracdo resulta numa substituicAo aminoacidica leucina (Leu)->prolina (Pro) e esta
associada a diferentes niveis séricos de TGFR1 8 a variante Pro/Pro tem sido
associada a um aumento dos niveis séricos de TGFR1 %) Sendo o TGFR1 produzido
pelas células do estroma da proéstata, individuos portadores desta variante genética,
podem apresentar no microambiente tumoral uma maior concentracdo de TGFR31, logo
poderdo estar mais protegidos em fases iniciais do desenvolvimento tumoral.

Uma vez que ambos os factores de crescimento condicionam o microambiente
tumoral, por proporcionarem potencialmente diferentes intensidades de activacdo das
respectivas vias de sinalizagdo e por estas poderem interagir entre si, € necessario
compreender de que forma as variantes genéticas funcionais nestes genes, condicionam
a susceptibilidade para o desenvolvimento de cancro da prostata e como influenciam a
resposta a TBA individualmente e em combinacdo segundo categorias de acordo com a
sua consequéncia funcional na proliferacéo celular.

Até ao momento, ainda ndo foram desenvolvidos trabalhos que relacionassem o
desenvolvimento de CaP e CaPAIl com o polimorfismo funcional no gene EGF, bem
como a influéncia deste em conjunto com o polimorfismo funcional TGFB1+869T>C.
Atendendo a importante funcdo que a via de sinalizacdo EGF/EGFR assume, com
especial relevancia no desenvolvimento de tumores Al com a activacdo de cascatas
proliferativas alternativas e a possivel interac¢ao/inibicdo da via de sinalizacdo mediada
pelo TGFR1, reveste-se de particular interesse analisar se estas variantes se encontram
relacionadas com uma susceptibilidade diferencial para o desenvolvimento de CaP e de
gque modo poderao influenciar o intervalo livre de doenca (ILD), em analises isoladas e
numa analise combinada, devido a possivel interaccéo estabelecida entre ambas as vias

de sinalizacéo.

Epidemiologia Molecular e Farmacogendmica do Cancro da Préstata

24



1. Introducao

A caracterizacdo genética individual com base nestes polimorfismos, permitira
identificar grupos de risco para a progressdo da doenca, estratificar grupos com
significado prognostico e definir o perfil genético de acordo com a resposta a terapia.
Assim, a resposta ao tratamento de TBA em doentes diagnosticados com doenca
avancada, pode ser modulada por estes polimorfismos genéticos funcionais, o que
permitira desenvolver perfis moleculares farmacogenémicos com impacto no tratamento

e a orientacdo da terapéutica dirigida a alvos especificos.
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2. Objectivos

No presente trabalho foi desenvolvido um estudo do tipo caso-controlo com os

seguintes objectivos:

2.1. Objectivo Geral:

Compreender a relevancia dos polimorfismos genéticos funcionais EGF+61G>A e
TGFB1+869T>C no desenvolvimento de cancro da préstata, e a sua repercussao

farmacogendmica.

2.2. Objectivos Especificos:

- Analisar a frequéncia dos polimorfismos genéticos funcionais EGF+61G>A e
TGFB1+869T>C em individuos com cancro da préstata (CaP) e individuos sem doenca

oncoldgica conhecida e avaliar a susceptibilidade para CaP;

- Avaliar a associagao dos polimorfismos estudados, individualmente e em

combinacdo, com caracteristicas clinico-patoldgicas dos doentes com CaP;

- Avaliar a influéncia dos polimorfismos EGF+61G>A, TGFB1+869T>C e sua
combinacéao, no intervalo livre de doenca em doentes submetidos a terapia de bloqueio

androgeénico.
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3.1. Populagéo

O estudo das variantes genéticas funcionais nos genes EGF e TGFB1,
envolvidos na oncobiologia de CaP foi realizado através de um estudo de associacéo,
com base num estudo do tipo caso-controlo, envolvendo quatrocentos e trinta e seis
(436) individuos do sexo masculino. Todas as amostras sdo provenientes de individuos
Portugueses, e foram utilizadas com o seu conhecimento e consentimento prévio, de
acordo com a declaracdo de Helsinquia.

Participaram no estudo cento e vinte e trés (123) homens Caucasianos, com uma
média de idade de 71.7+7.4 anos, com diagndéstico histopatolégico de CaP do Instituto
Portugués de Oncologia do Porto e do Centro Hospitalar Central de Lisboa. O tempo
médio do “follow-up” foi 37 meses (2-137 meses). Do grupo de casos em estudo, 11 (9%)
apresentavam doenca localizada e 112 (91%) doenca avancada (invasdo e extensao
para além da capsula e/ou tecido adjacente, ou envolvimento dos nodulos linfaticos
regionais ou metastases a distancia). Foram considerados com doenga metastética os
individuos que apresentavam metéstases a distancia no momento do diagnéstico (N=36,
29.3%). Todos os doentes foram submetidos a tratamento hormonal: 84.9% dos casos
realizaram terapia de bloqueio total, com a administracdo combinada de antiandrogénios
e agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante (aLHRH); 9.2% dos casos
realizaram aLHRH e 5.9% dos casos somente antiandrogénios. O estado de androgénio-
independéncia (Al) foi definido com base na recorréncia dos valores de PSA, tendo sido
definida como dois aumentos consecutivos dos valores de PSA acima de 1.0 ng.mL'l,
com diferenca de pelo menos 0.2 ng.ml™.

No grupo controlo foram incluidos trezentos e treze (313) individuos do sexo
masculino, com uma média de idade de 47.9+12.5 anos, sem evidéncia de doenca
neoplasica, recrutados do Banco de Dadores de Sangue do Instituto Portugués de

Oncologia do Porto.
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3.2. Procedimentos Laboratoriais

Foram colhidos cerca de 8 mL de sangue venoso periférico a cada um dos

participantes no estudo, através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa.

3.2.1. Extraccdo de DNA Gendmico

O DNA foi isolado a partir de sangue periférico recorrendo ao “kit” de extraccao
da Quiagen®, “QlAamp® DNA Blood Mini Kit’ (Quiagen® 51106), no qual o DNA é
extraido por um sistema de colunas de centrifugacdo, de acordo com as especificacdes
do fornecedor.

Este procedimento, que utiliza a silica para purificacdo dos acidos nucléicos,
consiste em trés passos: adsor¢ao, lavagem e eluicdo. O método de extracgdo baseia-se
na grande afinidade de ligacdo do DNA a silica, que reveste as colunas de centrifugacao
sob a forma de membranas. Estas colunas, além da silica, possuem resinas com
particulas, em suspensdao alcodlica, de elevadas concentracdes de sais caotrépicos, 0s
gquais desnaturam as proteinas. Para que ocorra a adsorcao, isto é, a ligacdo do DNA as
particulas de silica, para além do que foi referido, sera necessario um baixo valor de pH.
Seguem-se varias lavagens, com diversos tampdes com etanol, sendo removidas as
proteinas, os polissacarideos e os sais. No final, 0 DNA é eluido num tampao de eluicao,

de baixa concentracdo salina, e valor de pH elevado.

3.2.2.Genotipagem do Polimorfismo EGF+61G>A

A caracterizacdo genotipica dos individuos participantes no estudo quanto ao
polimorfismo EGF+61G>A foi realizada por técnica de “Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (PCR-RFLP).

Quanto ao polimorfismo EGF+61G>A, o fragmento de DNA de interesse a
amplificar localiza-se da regido 5° UTR do gene EGF, esta regido foi amplificada de
acordo com um protocolo previamente descrito . A regido de interesse foi amplificada

numa reacgdo com volume de 50 pL. A mistura de reacc¢édo inclui 10 pL de tamp&o de
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reaccdo (1X), uma unidade de Tag DNA Polimerase (Promega Tag DNA Polymerase),
1.5 mM de MgCIl, (Promega Tag DNA Polymerase), 0.2 mM de dNTPs (Fermentas
#R0192), 0.3 uM de cada um dos “primers” (“forward™. 5'TGT CAC TAA AGG AAA GGA
GGT 3’; “reverse™ 5 TTC ACA GAG TTT AAC AGC CC 3) e a uma concentracdo de
cerca de 90 ng de DNA por caso. As condicbes de amplificacdo utilizadas foram as
seguintes: pré-desnaturacdo a 95°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 1 minuto
a 94°C (desnaturacgdo), 1 minuto a 55°C (emparelhamento) e 1 minuto a 72°C (extensé&o)
as quais se seguiu um passo final de extensdo a 72°C durante 5 minutos No final da
reaccao é amplificado um fragmento com 242 pb da regido 5’'UTR do gene EGF.

Para confirmagdo a amplificacdo do fragmento de DNA pretendido foram
analisados 15 L do produto de PCR por electroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v)
corado com brometo de etideo (10 pg/mL). Os géis foram preparados em tampéo TBE
1X (Anexo I), sendo este também utilizado como tampé&o de electroforese.

As amostras foram aplicadas no gel apos mistura prévia com 2 pl de “DNA
Loading Dye Solution (Fermentas #R0611) e foi utilizado um marcador molecular de 100
pb (Fermentas #SM0243). A visualizacdo dos géis foi efectuada recorrendo ao
transiluminador Gel DocXR (Biorad) (Figura 17)

Figura 1 7. Gel de agarose a 1,5% (p/v), mostrando a banda de 242 pb que
corresponde a regido de EGF+61G>A amplificada por PCR (M- marcador 100 pb).
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Para a analise do polimorfismo no gene EGF foram utilizados 5 uL de produto de
PCR de cada amostra para restricdo com a endonuclease Alul (Fermentas #ER00012),
num volume final de reac¢do de 15 pL. As amostras foram incubadas a 37°C “overnight”.

O resultado da digestao do fragmento amplificado do gene EGF contendo o locus
de interesse foi observado por electroforese em gel de agarose a 3% (p/v), corado com
brometo de etideo (10 pug/mL)

A ocorréncia do polimorfismo é definida pela presencga (alelo A (A)) ou auséncia
(Alelo G (G)) de um local adicional de restricdo. A digestdo do fragmento do gene EGF
resulta em 3 padrbes de bandas, permitindo identificar os diferentes genotipos do
polimorfismo EGF+61G>A: 3 bandas de 193, 34, 15 pb respectivamente, correspondem
ao alelo G; 4 bandas de respectivamente 102, 91, 34, 15 pb correspondem ao alelo A; 5
bandas de 193, 102, 91, 34, 15 pb respectivamente, correspondem a heterozigotia
(Figura 18).

Figura 18 . Gel de agarose a 3% (p/v), ap6és PCR-RFLP, observando-se
os 3 gendtipos possiveis do polimorfismo EGF+61G>A (M1- marcador
50pb, M2- marcador 100 pb).
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3.2.3. Genotipagem do Polimorfismo TGFB1+869T>C

A variante genética TGFB1+869T>C foi analisada por discriminacdo alélica,
usando “Real-Time Polymerase Chain Reaction” (Real-Time PCR) (ABI7300). O
polimorfismo foi analisado por discriminacdo alélica, efectuada por tecnologia “TagMan”
(Applied Biosystems) utilizando-se o “assay” C__ 22272997 10 em que as sondas
marcadas com fluorocromos eram especificas para cada alelo: VIC- alelo T
(CCCTCCGGGCTGCGGCTGCTGCTGCTGCTGCTACCGCTGCTGTGG), FAM-alelo C
(CCCTCCGGGCTGCGGCTGCTGCCGCTGCTGCTACCGCTGCTGTGG).

A reaccéo de amplificacdo foi efectuada para um volume de 6ulL/caso contendo
2.5 pL de 2x “Tagman Universal Master Mix”, 0.125 pL de 40x “Single Nucleotide
Polymorphism Genotyping assay”, 2.375 L de 4gua, com 1 puL de DNA (~90 ng).

A amplificacdo foi detectada e analisada com recurso ao aparelho “Real-Time
7300 ABI” e através do “software” “7300 System Sequence Detection” (versdo 1.2.3
Applied Biosystems). As condi¢cdes de reaccdo foram as seguintes: activacdo da Taq
DNA Polimerase a 95°C durante 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos de 92°C por 15
segundos para desnaturacdo e de 60°C durante 1 minuto para emparelhamento dos

primers e extensao (Figura 19).
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Figura 19. Representacdo de um “Real-Time PCR” para o polimorfismo
TGFB1+869T>C.
(Azul: homozigoticos C; Vermelho: homozigéticos T; Verde: heterozigéticos;

Cinza: controlos negativos).
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3.3. Andlise Estatistica

A andlise estatistica de variaveis categoricas foi efectuada considerando as
distribuicdes genotipicas estratificadas de acordo com os grupos (CaP, Controlos), com
as caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes (grau Gleason, estadio da doenca,
androgénio-independéncia, metastases a distancia). Foi usado o teste qui-quadrado de
Pearson (x°) para andlise de diferencas entre genotipos.

O risco para ser diagnosticado com CaP associado aos genotipos foi calculado
através do “odds Ratio” (OR) e respectivo intervalo de confiangca 95% (IC 95%). Utilizou-
se 0 modelo recessivo para andlise de risco de CaP associado aos polimorfismos
EGF+61G>A e TGFB1+869T>C, devido as repercussfes funcionais previamente
descritas na literatura.

A fraccdo de risco atribuivel foi calculada usando-se a férmula mateméatica
AP=PRFx(1/OR). A fraccao atribuivel (AP) é a fraccéo da doenca atribuida ao factor de
risco, PRF € a percentagem do factor de risco nos casos e o OR é o0 “odds ratio”.

O intervalo livre de doenca (ILD) designa-se como intervalo de tempo (em meses)
entre a data de diagndstico e o0 momento de Al. Foi analisado através de curvas de
sobrevivéncia segundo o modelo univariado de Kaplan-Meier e a comparagdo entre
genotipos medida pelo teste Log-Rank.

A andlise multivariada relativamente ao risco para desenvolver Al nos doentes
com CaP de acordo com 0s gendtipos, foi efectuada através da regressdo de Cox com
ajustamentos para a idade (269 versus <69 anos), realizacdo de cirurgia (sim versus
ndo), metastizacdo (ndo metastatico versus metastatico) e tipo de tratamento hormonal
(antiandrogénios versus aLHRH versus terapia combinada). O grau Gleason (2-10) foi
estratificado segundo 2 grupos (<7 versus 27), de acordo com a associacdo a doenca
mais agressiva.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado através do teste qui-quadrado de
Pearson (x°), por comparacdo das frequéncias genotipicas observadas versus
esperadas.

Os dados foram analisados usando o “Statistical Package for Social Sciences -
SPSS for Windows” (version 15.0) e foram considerados estatisticamente significativos

os valores de P inferiores a 0.05.
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Com o intuito de avaliar o efeito gene-gene, definiu-se o perfil genético
combinando atendendo ao fenétipo de expressdo genética de EGF e TGFB1 de acordo

com estudos in vitro (Quadro 1).

Quadro I. Combinacéo dos polimorfismos EGF+61G>A e TGF+869T>C

segundo um perfil genético de proliferacéo celular.

Combinagéo EGF+61G>A TGFB1+869T>C  Perfil de Proliferacdo
AA-CC AA CcC Baixa Proliferacao
AA-CT/TT AA CTIT Média Proliferagao
AG/GG-CC AG/GG CcC Média Proliferagao
AG/GG-CT/TT AG/GG CT/TT Alta Proliferacéo
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41. Associagdo dos Polimorfismos EGF+61G>A e TGFB1+869T>C na

Susceptibilidade e Agressividade de Cancro da Préstata

A analise do equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos de casos e controlos, de
acordo com os genotipos, permitiu observar que as frequéncias genotipicas observadas
eram similares as esperadas para o polimorfismo EGF+61G>A (casos, P=0.400;
controlos, P=0.820), para o polimorfismo TGFB1+869T>C (casos, P=0.198; controlos,
P=0.807) e para o perfil genético combinado EGF/TGF (casos, P=0.835; controlos,
P=0.069).

A distribuicao das frequéncias dos gendtipos do polimorfismo EGF+61G>A entre
0 grupo controlo e o grupo de homens com CaP esta descrita no quadro |Il.

Observam-se diferengas estatisticamente significativas da distribuicdo dos

gendtipos e dos alelos entre o grupo de casos com CaP e o grupo controlo.

Quadro II. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo EGF+61G>A no

grupo controlo e no grupo de casos.

Controlos Casos
N N OR IC 95% =
(Frequéncia) (Frequéncia)
Gendtipos
AA 125 (0.40) 33 (0.27) 1.0 Referéncia -
AG 123 (0.39) 58 (0.47) 1.79 1.06-3.02 0.021*
GG 65 (0.21) 32 (0.26) 1.86 1.01-3.43 0.031*

Mod. Recessivo

AA 125 (0.40) 33 (0.27) 1.0 Referéncia
Portador G 188 (0.60) 90 (0.73) 1.81 1.12-295  0.010

Alelos
A 373 (0.60) 124 (0.50)
G 253 (0.40) 122 (0.50) 1.45 1.07-1.97 0.014

OR, “odds ratio”; IC95%, intervalo de confianga a 95%; a, teste xz

* tendéncia linear para a presenca de 0, 1 ou 2 alelos G (P=0.022)
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Os portadores AG e GG apresentam risco aumentado para desenvolver CaP
comparativamente com os portadores AA (OR=1.79, 1C95%=1.06-3.02, P=0.021;
OR=1.86, 1C95%=1.01-3.43, P=0.031, respectivamente), com uma tendéncia linear
estatisticamente significativa (P=0.002).

Na analise de acordo com o modelo recessivo e com o perfil fenotipico funcional,
foram agrupados os gendtipos (AA vs portador G), verificando-se risco aumentado para
CaP nos portadores G (P=0.010). A comparagdo das frequéncias alélicas permitiu
observar igualmente risco acrescido nos portadores G para CaP (P=0.014).

A fracgao atribuivel de risco para os individuos portadores do alelo G é de 40%.

No quadro Il estdo descritas as frequéncias dos gendtipos do polimorfismo

TGFB1+869T>C nos grupos controlo e de casos.

Quadro lll. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo TGFB1+869T>C no

grupo controlo e no grupo de casos.

Controlos Casos
N N OR 1C95% P
(Frequéncia) (Frequéncia)
Gendtipo
CcC 63 (0.20) 23(0.81) 1.0 Referéncia
CT 137 (0.44) 55 (0.46) 1.10 0.60-2.03 0.744
TT 113 (0.36) 42 (0.35) 1.04 0.55-1.97 0.891

Mod.Recessivo

CC  63(0.20) 23 (0.81) 1.0 Referéncia

Portador T 250 (0.20) 97 (0.19) 1.06 0.61-1.87 0.822

Alelos

C 263(0.42)  101(0.42)
T 363(0.58) 139 (0.58) 1.00 0.73-1.36 0.985

OR, “odds ratio”; IC95%, intervalo de confianca a 95%; a, teste x°
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Nao foram observadas diferengas com significado estatistico na distribuicdo
genotipica, modelo recessivo e distribuicdo alélica (P=0.891, P=0.822, P=0.985,
respectivamente), entre o grupo de CaP e o grupo controlo.

As frequéncias segundo o perfil genético combinado e respectivos riscos estao
descritas no quadro IV. Os portadores de um perfil de média e alta proliferacédo
apresentam risco acrescido para desenvolver CaP (OR=4.97, 1C95%=1.09-31.44,
P=0.019; OR=5.68, 1C95%=1.26-37.0, P=0.010, respectivamente), comparativamente
com o perfil de baixa proliferacéo. A fraccao de risco atribuivel para os portadores de um

perfil genético de média e alta proliferagao foi de 19% e 17%, respectivamente.

Quadro IV. Distribuicao das frequéncias genotipicas dos diferentes perfis de proliferagéo
celular, definidos com base no agrupamento dos polimorfismos EGF+61G>A -
TGFB1+869T>C, e respectivo “odds ratio” (OR)

Controlos Casos

N N OR 1C95% P
(Frequéncia) (Frequéncia)

Perfil de Proliferagao

Baixa Proliferag:éo1 26 (0.08) 2 (0.02) 1.0 Referéncia
Média Proliferaco® 136 (0.44) 52 (0.43) 4.97 1.09-31.44 0.019
Alta Proliferacéo® 151 (0.48) 66 (0.55) 5.68 1.26-37.0 0.010

OR, “odds ratio”; IC95%, intervalo de confianga a 95%; a, teste xz

' (EGF+61G>A>AA); (TGFB1+869T>C->CC)

2 (EGF+61G>A> AA); (TGFB1+869T>C>CT/TT)
2(EGF+61G>A> AG/GG); (TGFB1+869T>C->CC)

3 (EGF+61G>A>AG/GG); (TGFB1+869T>C->CT/TT)
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O quadro V apresenta os “odds ratio” (OR) relativos ao risco para os portadores G
serem diagnosticados com doenca mais agressiva (doenca avangada, metastases,
Gleasonz7). Atendendo ao grau histolégico de Gleason, verificou-se que os portadores G
apresentam risco aumentado para serem diagnosticados com tumor mais agressivo, isto
€, com grau de Gleason =7 (OR=2.76, IC95%=1.39-5.56, P=0.002).

Atendendo a outras caracteristicas associadas a doenga com fenétipo agressivo,
como doencga avancada e presenga de doenga metastatica, os resultados evidenciam
que os portadores do alelo G tém risco aumentado para serem diagnosticados com CaP
metastatico (OR=2.33; IC 95%:0.97-5.74, P= 0.038) e com doenca avangada (OR=1.74;
IC 95%=1.06-2.86; P = 0.021) (Quadro V).

Quadro V. Risco para os portadores do alelo G do polimorfismo EGF+61G>A no
momento do diagnéstico apresentarem doenga avangada , doenga metastatica

ou grau de Gleason27.

OR? IC 95% P
Grupo Controlo Referente
Doenca Avang:adab 1.74 1.06-2.86 0.021
Metastases® 2.33 0.97-5.74 0.038
Gleason=7" 2.76 1.39-5.56 0.002

? “Odds ratio” (OR) calculado entre os sub-grupos de doenca agressiva estratificados a partir de
variaveis clinico-patolégicas, tendo como referéncia as frequéncias genotipicas do grupo controlo,
segundo o modelo recessivo. OR apresentado para o genétipo AG/GG.

® Caracteristicas clinico-patologicas no momento do diagndstico/tratamento cirtirgico.

° Teste y°.
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Relativamente ao polimorfismo TGFB71+869T>C verificou-se que nao havia
associacao entre os gendtipos, segundo o modelo recessivo ou distribuicdo alélica e
doenga agressiva, nomeadamente com doenca avangada, metastases e grau de
Gleason27 (Quadro VI).

Quadro VI. “Odds ratio” (OR) e respectivos intervalos de confianga para os
portadores T serem diagnosticados com doenca agressiva (doencga

avancgada, metastases, Gleason=7) por comparagdo com o grupo controlo.

OR? 1C95% P°
Grupo Controlo Referente
Doenca Avancada® 0.94 0.53-1.67 0.828
Metastases® 0.97 0.38-2.58 0.949
Gleason>7" 1.11 0.54-2.34 0.759

@ “Odds ratio” (OR) calculado entre os sub-grupos de doenga agressiva estratificados a partir de
variaveis clinico-patolégicas, tendo como referéncia as frequéncias genotipicas do grupo controlo,
segundo o modelo recessivo. OR apresentado para o genétipo CT/TT.

® Caracteristicas clinico-patoldgicas no momento do diagnéstico/tratamento cirdrgico.

¢ Teste 2.

No quadro VIl estao descritos os OR relativos ao risco para os portadores de um
perfil genético de alta proliferacdo celular apresentarem doenga agressiva no momento
do diagndstico. Os portadores de um perfil genético de alta proliferagao celular tém risco
aumentado para no momento do diagndstico apresentarem CaP com grau de Gleason
=7 (OR=1.83, 1C95%=1.02-3.30, P=0.030) quando comparados com os de baixa/média
proliferacdo. Nao se observaram diferencas estatisticamente significativas na distribuicao
dos gendtipos quando foi considerada a doenga avancada (OR=1.18, 1C95%=0.74-1.86,
P=0.466) ou doenga metastatica (OR=1.36, 1C95%=0.63-2.93, P=0.397).
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Quadro VII. Risco para os portadores do perfil genético de alta proliferagdo no
momento do diagnoéstico apresentarem doenga agressiva (doenga avangada,

metastases, Gleason=7) por comparagdo com o grupo controlo.

OR? IC95% P°
Grupo Controlo Referente
Doenga Avang;adab 1.18 0.74-1.86 0.466
Metastases® 1.36 0.63-2.93 0.397
Gleasonz7° 1.83 1.02-3.30 0.030

@ “Odds ratio” (OR) calculado entre os su-grupos de doencga agressiva estratificados a partir de
variaveis clinico-patologicas, tendo como referéncia as frequéncias genotipicas do grupo controlo,
segundo o modelo recessivo. OR apresentado para o perfil de alta proliferacéo.

® Caracteristicas clinico-patolégicas no momento do diagnoéstico/tratamento cirurgico.

¢ Teste .
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4.2. Distribuicdo das Frequéncias Genotipicas dos Polimorfismos EGF+61G>A e
TGFB1+869T>C em Populagées Controlo

Na figura 20 encontram-se descritas as frequéncias genotipicas do polimorfismo
EGF+61G>A segundo o modelo funcional, em quatro popula¢gdes mundiais. As
frequéncias genotipicas foram calculadas com base em trabalhos ja publicados,
encontrando-se ja inseridos os resultados do presente estudo na populacado Europeia
usada como referéncia.

De acordo com os resultados obtidos, ndo se verificam diferencas
estatisticamente significativas entre a populagdo Europeia e dos Estados Unido da
América (P=0.137) e Australia (P=0.448). Contudo, verificam-se diferengas
estatisticamente significativas quando se comparam as frequéncias genotipicas da

populagao Europeia com a Asiatica (P<0.0001).

| P=0.036 |
| 1
| P=0.001 |
| |
| P=0137 |
| 1
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0,2
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;" ’r’
0 - T T T I’
Populacio . Populacio Populacio
; Populacao dos s !
Europeia Estados Unidos Asiatica Australiana
da América
Walorde Pcalculado através doteste y®

Figura 20. Estudo comparativo das frequéncias genotipicas do polimorfismo
EGF+61G>A em populagdes controlo.
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Quando comparadas as frequéncias genotipicas do  polimorfismo
TGFB1+869T>C (Figura 21), constatamos diferencgas estatisticamente significativas entre
a populacdo Europeia, que englobava ja o presente estudo e a populagdo Asiatica
(P<0.0001), ndo se mantendo estas diferengcas quando comparada a populagdo

Europeia com a populacdo dos Estados Unidos da América (P=0.775).
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Figura 21. Estudo comparativo das frequéncias genotipicas do polimorfismo
TGFB1+869T>C em populagdes controlo.
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4.3. Associacao dos Polimorfismos EGF+61G>A e TGFB1+869T>C na Resposta a

Terapia de Bloqueio Androgénico

A andlise das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para o polimorfismo
EGF+61G>A (Figura 22), evidencia uma probabilidade cumulativa de progresséo da
doenga maior para os portadores G. O intervalo livre de doenga (ILD) é
significativamente inferior nos portadores AG/GG em comparagdo com os homozigoticos
AA (15.2 e 87.4 meses, respectivamente, P=0.018), demonstrando uma recidiva precoce

nos doentes com CaP portadores do alelo G submetidos a TBA.

Log Rank test, P=0.018

0,8

Genotipo AA

0,4

Sobrevivéncia Cumulativa

027 Portador G

0,0

T T T T T
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Intervalo-livre de doenca (ILD) - meses

Figura 22. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste Log
Rank apos terapia de bloqueio androgénico (TBA) em doentes com

cancro da préstata: influéncia do polimorfismo EGF+61G>A.

A analise multivariada por regressao de Cox, mostra uma tendéncia para os
portadores do alelo G desenvolverem precocemente Al relativamente aos portadores AA,
apos ajustamento para a idade (=69 versus <69 anos), cirurgia (sim versus nao),

metastizagdo (ndo metastatico versus metastatico) e tipo de tratamento hormonal
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(antiandrogénios versus aLHRH versus terapia combinada) (HR=2.6, C195%=0.96-7.23,
P=0.060).

A figura 23, mostra o ILD e respectivas curvas de kaplan-Meier de acordo com os
gendtipos do polimorfismo TGFB1+869T>C. Nao se verificou qualquer associagéo
estatisticamente significativa entre os gendtipos do polimorfismo e a mediana para
progressao da doencga, que foi de 68.1 meses para os portadores CC e de 27.0 meses
para os portadores T (P= 0.452).

1,0 — Log Rank test, P=0.452

0,8

Gendétipo CC

Sobrevivéncia Cumulativa

0.2 Portadores T

0,0

Y

T T
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Intervalo-livre de doenga (ILD) - meses

Figura 23. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste Log
Rank apos terapia de bloqueio androgénico (TBA) em doentes com

cancro da prostata: influéncia do polimorfismo TGFB1+869T>C.

Observaram-se diferengcas estatisticamente significativas nas curvas de
sobrevivéncia dos doentes submetidos a TBA, tendo em conta o perfil genético de
proliferagao celular combinado (Figura 24). Os portadores de um perfil genético de alta
proliferacdo apresentam um valor mediano de ILD baixo, em comparagao com o0s

portadores de um perfil de baixa/média proliferagdo (152 e 68.1 meses,
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respectivamente). A analise multivariada por regressdao de Cox, mostra que o0s
portadores de um perfil genético de alta proliferagdo, desenvolvem Al mais cedo que os
portadores de um perfil genético de baixa-média proliferacdo, ajustando para a a idade
(=69 versus <69 anos), cirurgia (sim versus nao), metastizacado (ndo metastatico versus
metastatico) e tipo de tratamento hormonal (antiandrogénios versus aLHRH versus
terapia combinada) (HR=3.0, C195%=1.20-7.40, P=0.019).

Log Rank test, P=0.002
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Figura 24. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste Log
Rank apds terapia de bloqueio androgénico (TBA) em doentes com
cancro da préstata: influéncia dos polimorfismo EGF+61G>A e
TGFB1+869T>C combinados.
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5. Discussao

Apesar do grande investimento na investigagdo oncoldgica nos ultimos anos, o
cancro permanece uma doencga a explorar como objecto de estudo, ja que o seu caracter
complexo e heterogéneo advém da interacgao entre factores ambientais e genéticos.

Durante o desenvolvimento tumoral, ocorrem alteracbes em importantes
processos celulares. O controlo da proliferagao celular € um dos principais processos
que sofre modificacdo, estando nas células neoplasicas geralmente sobre-regulado.
Paralelamente as alteragbes genéticas somaticas que as células adquirem durante a
transformacao neoplasica, a variabilidade genética do hospedeiro, hnomeadamente em
genes-alvo especificos, também contribui e influencia todo o desenvolvimento tumoral.

O EGF e TGFR1 sao importantes factores de crescimento com fungdes opostas
no controlo da proliferagdo celular. Devido ao equilibrio funcional existente entre os
diversos o6rgaos e tecidos, numa situacdo normal estes factores de crescimento
contribuem para o equilibrio estabelecido entre estimulacdo versus inibicdo da
proliferacdo celular, favorecendo a homeostasia dos sistemas bioldgicos celulares.
Polimorfismos funcionais nos genes que codificam estas proteinas, podem contribuir
para fenotipos de desequilibrio no processo de proliferagao celular, uma vez que podera
ocorrer alteragdo da biodisponibilidade de EGF e/ou TGFR1. Em situagbes de
transformacao neoplasica, esta alteracdo na biodisponibilidade de EGF e TGFR1, devido
a variantes funcionais nos genes que os codificam, podem condicionar o
desenvolvimento tumoral por altera¢des induzidas no microambiente tumoral. Alteragdes
prolongadas da biodisponibilidade de importantes factores de crescimento, podem
constituir importantes pressdes selectivas, responsaveis por diferentes padrées de
proliferacdo e diferenciacdo celular. Estas alteragbes prolongadas de factores de
crescimento, reflectem o perfil genético individual, que por serem consequéncia de
variantes do genoma com origem na linha germinativa, ditam a exposi¢céo ao longo da
vida a diferentes concentragdes de factores de crescimento.

Actualmente, verifica-se que a ocorréncia destas variantes genéticas, apresenta
uma grande heterogeneidade geografica, com acentuadas diferencas na sua
distribuicdo, quando comparadas, diferentes populagdes. A analise da distribuicao das
frequéncias alélicas de diferentes polimorfismos em diferentes populacbes, pode
constituir um importante meio de auxilio para interpretagéo de resultados obtidos a luz de

diferentes influéncias ambientais e culturais.
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5.1. Distribuicao das Frequéncias Genotipicas dos Polimorfismos EGF+61G>A e
TGFB1+869T>C em Populagées Controlo

Dos polimorfismos descritos no gene EGF, o EGF+61G>A tem sido o mais
estudado, ja que foi consistentemente associado a diferengas significativas na expresséo
genética. A analise do polimorfismo em populagdes controlo, permitiu constatar algumas
diferengas quanto as frequéncias alélicas de acordo com etnias e distribuicdo geografica.

Em populagdes orientais, nomeadamente Japonesa e Chinesa, os gendtipos
AG/GG, referentes ao polimorfismo EGF+61G>A estao presentes em 78% da populagao

normal [©7:°1,

Nas populagbes normais Caucasianas da Europa verifica-se uma
distribuicdo genotipica distinta, em que os individuos portadores do alelo G sao
significativamente menos frequentes (65%) (P<0.0001) [849293presente estudol - Eqty dos com
base em populagdes normais dos Estados Unidos da América e Australia [#>%4%]
sugerem que a frequéncia dos individuos portadores do alelo G é similar a Europa
(P=0.137, P=0.448, respectivamente).

A distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo TGFB1+869T>C de
acordo com a localizagdo geografica, evidenciou resultados semelhantes ao
polimorfismo EGF+61G>A, isto é, apenas para as populagdes Orientais normais havia

) #8191 Observa-se uma sobre-

diferengas com significado estatistico (P<0.0001
representacdo do genodtipo homozigético C (84%) na populagdo Europeia,
comparativamente, com a Asiatica (74%).

De acordo com os resultados obtidos, relativamente ao polimorfismo
EGF+61G>A, o gendtipo de risco para CaP corresponde ao AG/GG. Paradoxalmente, a
frequéncia deste gendtipo na populagdo Asiatica é significativamente mais elevada do
que na Europeia, apesar de a taxa de incidéncia de CaP nos paises Asiaticos ser das
mais baixas no mundo "®. Apesar desta aparente incongruéncia, esta evidéncia podera
ser explicavel pela relagdo gene-ambiente.

Apesar da elevada percentagem de portadores do gendétipo de risco em paises
Asiaticos, estes possivelmente estarao protegidos devido a habitos alimentares e estilos
de vida, que em conjunto com o gendétipo contribuem para o desenvolvimento de CaP. A
ingestdo de produtos naturais, que apresentam na sua constituicdo elevada
concentragcdo de flavondides, isoflavondides, entre outros, encontra-se intimamente

associada a habitos alimentares tipicos de paises Asiaticos, como o Japao e China.
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Compostos como o isoflavondide genisteina apresentam como principal fungéo a
inibicdo de dominios de cinase de residuos de tirosina de diferentes receptores celulares
[102.193] " nodendo provocar a inibicdo da activacdo de cascatas de transducdo de sinal que
medeiam a proliferacdo celular, como a cascata EGF/EGFR. A administracdo de
elevadas concentragbes de genisteina provoca também a diminuicdo da expressao de
mRNA de EGF 1'%,

Uma vez que a via de sinalizacdo EGF/EGFR influencia a expressdo de SMAD?7,
a sua inibicdo provoca uma diminuicdo da proteina citoplasmatica SMAD7. Devido a
baixa disponibilidade de SMAD7, a via TGFR1/TRRI-RII n&o sofre inibi¢ao,
permanecendo esta cascata de sinalizacao hiper-activada. Deste modo ocorre repressao
da proliferagao/crescimento celular o que, em situagdes de iniciagdo e promocao
tumoral, pode apresentar vantagem. Em populagbes de origem Asiatica, o gendtipo de
risco CT/TT, para o polimorfismo TGFB1+869T>C, associado a menor concentragao de
TGFR1 é o mais frequente. Contudo, neste portadores o desenvolvimento de CaP
podera estar comprometido, devido a interacgdo das vias de sinalizacdo EGF/EGFR-
TGFR1/TR-RI-RII, que resulta numa optimizagdo da principal fungcédo da via TGFR1/TR-
RI-RII.

O gendtipo individual, pode em conjunto com o ambiente em que o individuo se
encontra inserido, provocar uma susceptibilidade diferencial para o desenvolvimento de
CaP, prova disto é que individuos Asiaticos que emigram para paises ocidentais,
nomeadamente EUA, ao fim de algum tempo apresentam taxas de incidéncia de CaP
semelhantes ao pais de acolhimento. Este facto podera dever-se a adopg¢ao de novos
habitos alimentares e modos de vida diferentes dos praticados no pais de origem, que ja
nao incluem muitos dos protectores naturais que estavam incluidos, por exemplo, na

alimentacéo.
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5.2. Associagao dos Polimorfismos EGF+61G>A e TGFB1+869T>C na

Susceptibilidade e Agressividade de Cancro da Préstata

O EGF tem sido descrito como um dos mais influentes mitogénios da regulacéo

(04 Admite-se que o EGF e a hormona DHT tém fungdes

[60]

funcional da proéstata
complementares na regulagdo da proliferagdo de células da prostata
Concomitantemente, tem sido descrito que o seu receptor transmembranar, EGFR, se
encontra sobre-expresso em tumores prostaticos ['®!, o que se podera traduzir numa
maior activacdo da via de sinalizacdo e consequentemente numa maior proliferacédo
celular. O EGFR é pouco expresso em situagdes benignas da préstata e em area de
neoplasias intraepiteliais da préstata de baixo grau (PIN), contudo apresenta uma
expressao aumentada em locais de PIN de alto grau e em células neoplasicas malignas.
Os niveis e padrao de expressao de EGF e EGFR em células de CaP sofrem alteragao
durante a progressao da doenca para fenotipos mais agressivos como sao os cancros da
CaPAl e os CaP metastaticos 1'%,

A sobre-expressao de ligandos do receptor EGFR, como o EGF ou o factor de
crescimento de transformacgao alfa (TGFa) entre outros, podem nas proprias células
tumorais favorecer a proliferacéo celular por mecanismos autécrinos "%,

Os portadores do alelo G, que confere maior expressdo de EGF, poderao ter
maior biodisponibilidade de EGF no microambiente tumoral, apresentando assim um
risco aumentado para desenvolver CaP (OR=1.81, P=0.010). Varios estudos
demonstraram que factores de crescimento apresentam a capacidade de promover a
proliferacdo celular e a transformagao neoplasica ''%. De acordo com os resultados do
presente estudo, variantes genéticas funcionais que influenciam a expressao de EGF e a
biodisponibilidade da respectiva proteina tém impacto no desenvolvimento do CaP e
influenciam o grau do tumor no momento do diagnodstico. O crescimento e diferenciagéo
aberrante podem ser consequéncia de um ambiente celular inapropriado "% O
polimorfismo EGF+61G>A representa uma modificacdo funcional da expressao de EGF
desde o nascimento, expondo os seus portadores a diferente concentracbes de EGF,
que induzem modificagdes no microambiente celular da préostata, conduzindo mesmo a
padrées de diferenciacao alterados, que podem contribuir para o grau de Gleason mais
elevado no momento do diagnéstico (OR=2.76, P=0.002).

Os portadores do alelo G apresentam também risco aumentado para serem

diagnosticados com metastases (OR=2.33, P=0.038). Factores de crescimento como o
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EGF tém um papel importante na capacidade de migracdo e invasdo das células
tumorais. O receptor EGFR pode interagir com a integrina a634 e promover a migragao
celular devido & activacdo da via PI3K """"3 Outros estudos demonstraram uma
associacao entre a activagao da via EGF/EGFR e a aquisicao de um fenétipo invasivo
141181 |ndividuos portadores do alelo G, por apresentarem maior expressdo de EGF,
poderao desencadear a hiper-activacdo da via EGF/EGFR, induzindo um fenétipo
tumoral metastatico.

Durante o desenvolvimento tumoral ocorrem varias alteragdes incluindo a perda
da capacidade anti-proliferativa. Esta perda de resposta ao TGFBR1 pode ser
consequéncia da perda de receptores do tipo Il (TRRII). Actualmente, outra linha de
evidéncia admite que o EGF possa modular a sinalizacdo pelo TGFR1, devido a
capacidade para estabilizar o mRNA de TRRII '], A activagdo da via EGF/EGFR, ao
induzir a expressao da proteina citoplasmatica SMAD7, inibe a via de sinalizagao
intracelular mediada pelo TGF[31.

O TGFR1 exerce uma grande variedade de acgdes por mecanismos autocrinos e
paracrinos. Este tem sido associado com o desenvolvimento de doenga avangada e
metastases por indugcdo de protedlise extracelular, angiogénese e supressao
imunologica '8,

Nos estadios iniciais do desenvolvimento tumoral sabe-se que o TGFR1 possui a
capacidade de inibir a progressao neoplasica (. De facto, ja foi observado o papel duplo
do TGFR1 em células tumorais da préstata ['"l. De acordo com Tang e colaboradores
(201 3 supresséo de TGFR1 conduz & activacdo de propriedades celulares tumorigénicas.
Este aparente paradoxo pode ser atribuido a diferente concentracdo de TGFR1,
promovendo a proliferagdo celular em ambientes com concentracdo baixa de TGFR1 e
inibindo a proliferagdo em concentragdes elevadas "?. O TGFR1 pode inibir a
proliferagao celular de células epiteliais, endoteliais e hematopoiéticas e apresenta a
capacidade de inibir a progressao do ciclo celular através da indugdo da expressao dos
inibidores de cinases dependentes de ciclina p15, p21, p27 ®'. Cumulativamente, o
TGFR1 regula a expressdo de moléculas chave que controlam a progressao do ciclo
celular na passagem G1-S, incluindo o gene c-myc.

As células do estroma da préstata produzem TGFR1, podendo através de um
mecanismo paracrino induzir a apoptose das células epiteliais da prostata. A activacéo

da sinalizacao intracelular do TGFR1/TRRI-RII tem significado prognéstico em individuos
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com CaP, enquanto a reactivacao in vitro desta via provoca inibicado da proliferacao
celular ["19122],

Colocou-se a hipétese de que o polimorfismo TGFB1+869T>C, que esta
associado a variagdes nas concentragdes de TGFR1 em circulagdo, poderia influenciar a
susceptibilidade para o desenvolvimento de CaP. Contudo, ndo se verificou qualquer
associacao estatisticamente significativa para os portadores T, que tém niveis inferiores
de TGFR1, apresentarem risco para CaP (OR=1.06, P=0.822). A influéncia do
TGFR1+869T>C na susceptibilidade individual para CaP, devera ser analisada em
combinagido com variantes de outros genes, nomeadamente o EGF+61G>A.

A célula é uma estrutura dinamica que apresenta capacidade de interacgdo com
outras células e de adaptacdo a alteragdes do microambiente. Durante o processo
evolutivo, a célula foi sujeita a inUmeras modificacbes de modo a adaptar-se ao meio
envolvente. Em resposta a alteragdes do meio, a célula transformou-se numa estrutura
complexa, favorecendo a transformacao de vias de sinalizag&o intracelulares Unicas em
vias de sinalizagao intracelulares multiplas que interactuam entre si.

Deste modo, com base na repercussao funcional ao nivel da proliferacao celular
que os diferentes gendtipos dos polimorfismos estudados apresentam, procedeu-se a
sua combinacdo de modo a obter perfis genéticos de proliferacao celular. Com base
nestas categorias verificamos que os portadores de um perfil genético de média e alta
proliferacdo apresentam risco aumentado para CaP quando comparados com os de
baixa proliferagao (OR=4.97, P=0.019; OR=5.68, P=0.010, respectivamente). Os
portadores de um perfil genético de baixa, média ou alta proliferagdo, apresentardao um
padrao de proliferacdo tumoral distinto, devido a exposi¢ao aos factores de crescimento
EGF e TGFR1, condicionado pela genética: baixa concentragdo de EGF/baixa
concentracdo de TGFR1 (baixa proliferagdo); elevada concentragdo de EGF/alta
concentracdo de TGFR1 (média proliferacdo) e a elevadas concentragées de EGF e a
reduzidas concentragdes de TGFR1 (alta proliferagcéo).

Uma vez que os portadores do perfil genético de alta proliferagédo, sdo portadores
do alelo G do polimorfismo EGF+61G>A e estando o EGF associado a diferenciacao
celular, sugerimos que o microambiente tumoral estabelecido podera condicionar um

grau de Gleason mais elevado no momento do diagnéstico (OR=1.83, P=0.030).
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5.3. Associagao dos Polimorfismos EGF+61G>A e TGFB1+869T>C na Resposta a

Terapia de Bloqueio Androgénico

Apesar de inicialmente os individuos submetidos a TBA apresentem remissao da
doencga, uma elevada percentagem de doentes evolui para uma fase de resisténcia a
esta forma de tratamento, desenvolvendo o denominado CaPAl. O CaPAI é uma forma
de cancro complexa, com elevado potencial de progressdo e metastizagao °°, ainda com
limitadas opgoes terapéuticas.

O desenvolvimento de CaPAIl é um processo multifasico que envolve multiplos
eventos, ocorrendo diferentes padrdes de expressao molecular durante todo o processo,
que envolvem alteragdes em diversas vias de sinalizac&o intracelulares ['%3!.

Os tumores Al adquirem a capacidade de proliferarem independentemente de
estarem privados de androgénios. A progressdo destes tumores podera ser estimulada
pela acgdo autdcrina e paracrina de factores de crescimento, responsaveis pela
activagdo de cascatas de sinalizagcdo que promovem a proliferagcdo, sobrevivéncia e
migracdo celular. Ligandos como o EGF e TGFR1 representam potenciais vias
implicadas no processo de desenvolvimento de Al %",

Estudos in vitro mostraram que a inibicdo da via de sinalizagcado EGF/EGFR reduz
a proliferacao celular de células Al (DU145 e PC-3) por interferéncia no ciclo celular na
passagem da fase G1 para a fase S. Recentemente, estudos com base em assinaturas
de expressao de genes em tumores prostaticos mostraram uma fraca activacao da via de
sinalizacdo mediada pelos androgénios em tumores prostaticos de elevado grau e

metastaticos !'?%

, mostrando que durante a progressao, a célula pode redireccionar o seu
programa de proliferagéo celular, activando outras vias de sinalizagao intracelulares.

Varios estudos suportam a ocorréncia de uma interacg¢ao entre o receptor EGFR
e 0 AR em células de CaP, apesar de o papel do AR na Al permanega controverso.
Recentemente, Bonaccorsi e colaboradores demonstraram que a expressdao do AR
afecta a endocitose do EGFR mediada pela clatrina, sugerindo que as células tumorais
prostaticas que expressam o AR apresentam um fendétipo menos agressivo, devido a
interferéncia com a via de sinalizagdo intracelular pré-invasiva EGF/EGFR "%, Estudos
em linhas celulares indicam que a privagao androgénica pode favorecer a progressao de
CaPAI devido a sobre-activagdo da via de sinalizacdo EGF/EGFR !'?°],

Neste contexto, os resultados mostram uma progressao precoce da doenga para

Al nos portadores do alelo G do polimorfismo EGF+61G>A (15.2 vs 87.4 meses,
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respectivamente, P=0.018) e nos portadores do perfil genético de alta proliferagédo (15.2
vs 68.1 meses, respectivamente).

Individuos submetidos a TBA, vao apresentar uma fraca activagdo da via de
sinalizagdo intracelular mediada pelo AR, devido a baixa concentragdo de androgénios
existente no meio intracelular. Nestas situagdes, vias de sinalizacéo alternativas como a
via EGF/EGFR, vao ser activadas conduzindo a aquisicdo de um fendtipo mais
agressivo. Individuos portadores do alelo G do polimorfismo EGF+61G>A e individuos
portadores de um perfil genético de alta proliferagéo, tém expressdo de EGF aumentada,
0 que se traduzira numa activagdo da via de sinalizacdgo EGF/EGFR, e
consequentemente, progressao precoce para Al. Nos portadores deste perfil, devido a
intensa activacao da via EGF/EGFR podera também ocorrer activacdo cruzada da via de
sinalizagdo mediada pelo AR.

Trabalhos desenvolvidos por Isaacs e Cooffey ") sugeriram que a mudanca de
um fendtipo de androgénio-dependéncia (AD) para um fenoétipo de Al, podera ser devida
a ceélulas estaminais insensiveis a androgénios, que emergem apos a terapia TBA sob
estimulo de crescimento apropriado. O microambiente adjacente as células tumorais da
prostata, estabelecido apés TBA pode condicionar todo o comportamento das células da
prostata. As células estaminais encontram-se geralmente quiescentes e residem em
nichos rodeadas por um microambiente responsavel pelo seu equilibrio. O EGF e o
TGFR1 sdo moduladores da proliferagcdo celular de células estaminais, regulando
também a sua homesotasia ['®. A TBA podera assim criar uma oportunidade para que
estas células indeferenciadas proliferem sob influéncia do microambiente que as rodeia.
Individuos portadores de gendtipos que conferem maior disponibilidade de EGF e maior
proliferacdo celular, estardo expostos a um estimulo proliferativo mais intenso que
conduz a emergéncia de um fenétipo de Al.

Os portadores de um perfil genético de alta proliferacdo apresentam
potencialmente maior activacdo da via EGF/EGFR. A activacdo da via de sinalizacao
intracelular EGF/EGFR tem a capacidade de induzir a expressao da proteina intracelular
SMAD7. A SMAD?7 por interaccdo com um complexo formado pelas proteinas SMAD2/3
pode inibir a activacdo da cascata de sinalizagdo mediada pelo ligando TGFR1. Estes
portadores estardo assim expostos durante toda a vida, a um estimulo intenso para a
proliferagao celular, apresentando em simultdneo uma diminuida activacdo da cascata
de sinalizagdo anti-proliferativa mediada pelo TGFR1. Em situagbes de TBA, em que

podera ocorrer uma activagao preferencial de cascatas alternativas que medeiam a
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proliferacdo celular, estes individuos vao desenvolver mais rapidamente um fendtipo
agressivo da doencga, apresentando também progressdo da doenca para Al mais
precocemente.

O presente trabalho suporta a influéncia do EGF e do efeito combinado do EGF/
TGFR1 na susceptibilidade para CaP, bem como no desenvolvimento de CaPAl. O
bloqueio simultdneo da via de sinalizacdo intracelular mediada pelo AR e da via
EGF/EGFR podera ser uma estratégia de futuro mais apropriada para o tratamento de
CaP, eventualmente com impacto no tempo para desenvolvimento de Al e no
prognéstico.

Estudos in vitro e in vivo evidenciam a ocorréncia da supressao do crescimento
celular em células Al apés administracdo de inibidores do dominio de cinase de residuos
de tirosina ou anticorpos monoclonais anti-EGFR, combinados com outros agentes de
quimioterapia '"?*"32. Contudo, ensaios clinicos em que se utilizava inibidores do dominio
de cinase de residuos de tirosina do EGFR em doentes com doenca Al e metastatica,
ndo demonstraram aumento da resposta clinica ['**"34,

De futuro sera necessaria a realizagao de mais estudos em amostras maiores,
variando diferentes regimes terapéuticos que incluam a utilizagcdo de inibidores do
dominio de cinase de residuos de tirosina do receptor EGFR e anticorpos monoclonais
anti-EGFR, de modo a avaliar a relevancia da via de sinalizagdo EGF/EGFR no

desenvolvimento de CaPAl.
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Os factores de crescimento EGF e TGFRR1 desempenham uma importante fungao
no controlo da proliferagao celular. A interaccéo estabelecida entre eles contribui para a
hosmeostasia em diferentes tecidos, podendo as vias de sinalizacdo mediadas por estes
ligandos estar desreguladas em situagdes de transformagao neoplasica.

A activacao de cascatas de sinalizacio alternativas que controlam a proliferacao
celular, como é exemplo a via EGF/EGFR e a via TGFR1/TRRI-TRRII, parecem estar
envolvidas na recidiva de doentes com CaP submetidos a TBA.

A analise de polimorfismos funcionais podera contribuir para a caracterizacido da
susceptibilidade individual para o desenvolvimento de cancro. Variantes genéticas
funcionais nos genes EGF e TGFB1 poderao influenciar o processo de Al e o
desenvolvimento tumoral. A definicdo de grupos de individuos mais susceptiveis para o
desenvolvimento de CaP e com maior predisposi¢cao para nao responder ao tratamento
hormonal, possibilitara a definicao de estratégias de quimio-prevencao mais eficientes e
prever a resposta ao tratamento, contribuindo para a orientagao terapéutica.

Os polimorfismos EGF+61G>A e TGFB1+869T>C, surgem na literatura
associados a diferente biodisponibilidade das respectivas proteinas, bem como a risco e
prognostico alterados em outros modelos oncolégicos. De acordo com os resultados
obtidos, o polimorfismo funcional EGF+61G>A bem como o seu efeito combinado com o
polimorfismo TGFB1+869T>C influenciam a susceptibilidade genética para o
desenvolvimento CaP, influenciando também o ILD, conferindo aos portadores dos
gendtipos de risco, efectivamente um risco acrescido para o desenvolvimento deste tipo
de neoplasia e um ILD mais reduzido. Estes resultados suportam a influéncia dos
factores de crescimento EGF e TGFR1 na oncobiologia do CaP, sugerindo a sua
interveniéncia no mecanismo de proliferagcdo celular tumoral alternativo no
desenvolvimento de resisténcia a TBA.

Estudos futuros, deveriam replicar o estudo numa amostragem superior de casos
e controlos e realizar estudos funcionais in vitro, com o objectivo de avaliar a
consequéncia funcional dos polimorfismos funcionais EGF+61G>A e TGFB1+869T>C na
expressao genética e producdo proteica em linhas celulares de CaP androgénio
dependentes e em linhas celulares de CaP androgénio-independentes. Uma vez que as
vias de sinalizagao intracelulares EGF/EGFR e TGFR1/TRRI-TRRIl sdo alvo de terapias
dirigidas, isto é, actualmente existem alguns compostos dirigidos a componentes
especificos de ambas as vias de sinalizagdo que visam o bloqueio das mesmas, realizar

ensaios in vitro com recurso a linhas celulares de CaP e avaliar os diferentes efeitos que
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a adigdo de compostos terapéuticos provoca em células transfectadas com plasmideos,
construidos de acordo com as variantes genéticas funcionais analisadas.

A correcta caracterizagdo da fungdo das vias de sinalizagcido intracelulares
EGF/EGFR e TGFR1/TRRI-TRRII, permitira instituir novos protocolos terapéuticos, agora
dirigidos (p.e. anticorpos monoclonais anti-EGFR1, inibidores do dominio de cinases de
residuos de tirosina), e/ou combinagdes terapéuticas mais eficazes como alternativa ao

tratamento hormonal ou nos doentes que desenvolvem Al.
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7. Estudo Prospectivo in vitro

No seguimento do estudo efectuado e de acordo com os trabalhos futuros
sugeridos no capitulo de Conclusbes e Perspectivas Futuras, iniciamos a realizacao de
estudos funcionais in vitro, para avaliar a consequéncia funcional do polimorfismo
EGF+61G>A na expressao do gene EGF em células tumorais Al.

O EGF e o TGFR1 sao ligandos de potenciais vias implicadas no processo de
desenvolvimento de Al **®". Deste modo, variantes genéticas funcionais EGF+61G>A e
TGFB1+869T>C, ao modularem a biodisponibilidade dos respectivos factores de
crescimento, poderdo conduzir a diferentes comportamentos do tumor de acordo com o
perfil genético individual. Assim, e considerando o papel destas moléculas no CaP, é
necessario caracterizar do ponto de vista funcional in vitro o perfil de expressao genética
e producgao proteica de acordo com os diferentes genétipos.

O estudo da repercusséao funcional destes polimorfismos reveste-se de particular
interesse, permitindo-nos de futuro uma melhor caracterizagdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na aquisicdo de Al e de que modo o perfil genético por
influenciar o microambiente tumoral contribuira para Al.

O polimorfismo funcional EGF+61G>A foi ja associado a diferentes niveis de
expressao de EGF em mondcitos, em células de gliomas e células de cancro da mama
848580  hermanecendo por esclarecer o mecanismo envolvido. Foi sugerido que o
polimorfismo afecta a expressdo de EGF por causar um processamento e degradacao
de mRNA de EGF diferencial ou por criar um local adicional de ligacao para factores de
transcricdo 1.

Dada a importancia que a via EGF/EGFR assume na progressao do CaP,
especificamente como via proliferativa alternativa na Al, torna-se necessario avaliar a
repercussao que a variante genética funcional EGF+61G>A tem em células tumorais Al.
Assim, para avaliar a influéncia do polimorfismo funcional EGF+671G>A na expressao do
gene EGF em células tumorais Al, seleccionou-se a linha celular PC-3 originaria da
colecgéo de células da “ European Collection of Cell Cultures” (ECCAC). A linha celular
PC-3 foi estabelecida a partir de um adenocarcinoma da préstata de grau 4, de um
individuo de 62 anos de idade Caucasiano. Estas células exibem baixa actividade da
enzima Sa-redutase.

Apds o descongelamento da linha celular PC-3, esta foi cultivada em meio de
cultura “F-12 Kaighn’s” (Invitrogen) suplementado com 7% de soro bovino fetal
(Invitrogen), 45mg/L de acido ascérbico (SIGMA) e 10% de antibidtico (penicilina e

estreptomicina) (Invitrogen) (Anexo II).
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Ao fim das primeiras subculturas verifica-se que estas atingem a confluéncia ao
fim de 3-4 dias de crescimento (Anexo Il). No fim deste periodo, apds quantificacao, as
células podem ser divididas e colocadas a crescer como sub-culturas com pelo menos
1x10° células/mL

De modo a assegurar a obtencdo de resultados de expressdo correctos, foi
realizado, aquando da segunda subcultura, um teste para detectar a presenca de
contaminagéo por Mycoplasma, o qual apresentou resultado negativo. Em simultadneo
com a realizagao de subculturas foi realizado um “master-stock” de células PC-3 a partir
das células em cultura das primeiras passagens celulares (Anexo Il).

A linha celular PC-3 foi caracterizada genotipicamente quanto aos polimorfismos
EGF+61G>A e TGFB1+869T>C (Quadro VIIlI) pelo método de discriminacdo alélica

“TagMan” , de acordo com o procedimento previamente descrito.

Quadro VIII. Caracterizagdo genotipica das células

de cancro da prostata PC-3.

EGF+61G>A TGFB1+869T>C

Linha Celular

PC-3 GG CC

Para avaliar o efeito da variante funcional EGF+61G>A na expressao de
EGF em células de cancro da prostata androgénio-independentes (CaPAl), estdo a ser
construidos dois tipos de plasmideos “reporter’. Num dos plasmideos o gene da
luciferase encontra-se controlado por um promotor do gene EGF que contém a variante
nucleotidica G e outro plasmideo que apresenta a variante A no locus +61 na regiao
promotora.
Para estudar o efeito na actividade do promotor do polimorfismos EGF+61G>A,
proceder-se-a a amplificacdo de uma regiao de interesse que contem o local da variante

genética a partir de amostras de individuos homozigéticos G e A, respectivamente.
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Posteriormente, com a utilizacdo de enzimas de restricido especificas, que
reconhecem sequéncias que flanqueiam a regido amplificada que contem o locus onde
ocorre o polimorfismo, serao sub-clonado os fragmentos amplificados num vector
(pCR2.1  vector-Invitrogen). Os ‘“inserts” de interesse clonados deverdo ser
sequenciados, de modo a garantir que nao tém nenhuma variacdo nucleotidica excepto
a variacao G>A no locus +61 do gene EGF.

Apds digestdo do vector construido pelas mesmas enzimas de restricao
utilizadas, os fragmentos obtidos serdo novamente sub-clonados num outro vector que
contem o gene da Luciferase (pGL3-Basic vector- Promega). Apds verificagdo de todas
as moléculas recombinantes construidas por sequenciacdo automatica, proceder-se-a a
transfeccao das células PC-3 com a utilizagao de lipofectamina 2000 (Invitrogen). Apds

transfeccao a actividade da luciferase sera avaliada num luminémetro.
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Anexos

Anexo |

- Solugdes

TBE 10x

Tris Base 108 g/l (Merck 1083821000)
Acido Borico 55 g/l (Merck 1001651000)
EDTA 6,72 g/l (SIGMA E-1644)

Anexo I

- Procedimentos Laboratoriais de Cultura de Células in vitro
a) Descongelamento do material celular crio-preserv.  ado

- Suplementacdo do meio de cultura “F12-Kaighn’s" (Nutrient Mixture Kaighn's
modification”) (Invitrogen), com 7% de soro bovino fetal (Invitrogen), 45mg/L de &cido
ascorbico (SIGMA-A4544-25G) e 1% de solucdo de penicilina e estreptomicina
(Invitrogen).

- Aquecimento de 5 mL de meio de cultura num banho-maria a 37°C durante 5 minutos.

- Aquecimento da ampola que contém as células crio-preservadas num banho-maria a
37°C somente para favorecer a descongelacédo da ampola.

- Gota a gota adicionar o conteido da ampola previamente descongelada a um tubo
“falcon” com os 5 mL de meio de cultura.

- Centrifugacao do conteudo celular a 1500 rpm, durante 3 minutos.

- Rejeicdo do sobrenadante e ressuspensado do “pellet” de células em 5 mL de meio de
cultura.

- Transferéncia do material celular para um frasco de cultura e adicdo de 5 mL de meio
de cultura.

- Visualizacdo ao microscoépio invertido da disposicdo das células, favorecendo uma
distribuicdo homogénea destas pelo frasco.

- Incubacgéo das células numa estufa a 37°C com 5% CO..

- Apés 24 horas do descongelamento, substituicdo do meio de cultura.
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b) Subcultura de Células Aderentes

Atingido o estado de confluéncia, executa-se uma subcultura:

- Retira-se todo o meio de cultura do frasco, adicionando-se 5 mL de tampdo PBS
(Invitrogen).

- ApOs lavagem, retira-se o PBS e adiciona-se 2 mL de tripsina, garantindo que esta
cobre toda a camada de células.

- O frasco de cultura com a tripsina € colocado na estufa a 37°C e 5%CO, %, durante
aproximadamente 5 minutos.

- Visualizacao das células em microscopio invertido.

- Adicéo de 4 mL de meio de cultura, para inactivacdo da tripsina.

- Transferéncia do material celular para um tubo “falcon” e centrifugacdo a 1500 rpm
durante 3 minutos.

- Rejeicdo do sobrenadante e ressuspensao do “pellet” de células em 5 mL de meio de
cultura.

- Apos quantificacdo celular, transferir o volume equivalente a um milhdo de células para
um novo frasco de cultura e adicionar o volume de meio de cultura adequado para

perfazer um volume total no frasco de cultura de 10 mL.

¢) Quantificacdo de Células em Cultura em Camara de  Newbauer

Para realizar a quantificacdo celular realizam-se os mesmos procedimentos da
realizacdo de sub-culturas.
- Da suspensédo celular existente no tubo “falcon” recolhe-se uma aliquota para um
“eppendorf”.
- A partir da aliquota retira-se 15 pL da suspensédo de células e adiciona-se 15 pL do
corante “Trypan Blue”.
- ApOs homogeneizacéo, retira-se 15 pL dividindo-se este volume pelos dois lados de
uma camara de contagem de “Newbauer”.
- Contagem, ao microscépio invertido, do nimero de células presente em dois campos
equidistantes da camara de contagem de “Newbauer” e posterior célculo do nimero de

células presente na suspensao de células.
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d) Teste de Deteccédo de Mycoplasma

Deteccdo de contaminacdo por microrganismos do género Mycoplasma por
técnica de “Polymerase Chain Reaction” (PCR). Quando se retira todo o meio de cultura
no inicio da execucdo de sub-cultura recolhe-se uma aliquota de meio que funcionara
como amostra na reaccao de PCR, apds processamento.

A regido de interesse é amplificada numa reac¢cdo com volume de 50 pL. A
mistura de reaccao inclui 10 pL de tampéo de reaccdo (1X), uma unidade de “Taq
Polimerase” [Promega Tag DNA Polymerase], 1.5 mM de MgCl, [Promega Taq DNA
Polymerase], 0.2 mM de dNTPs [Fermentas #R0192], 0.3uM de cada um dos “primers”
(“Forward™: 5’ TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3 “reverse”: 5’
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA 3") e aproximadamente uma quantidade de 2 pL da

amostra de meio de cultura.

e) Crio-preservacgédo Celular

Para se proceder ao congelamento de ampolas que contém células sao
realizados todos os procedimentos laboratoriais necessarios a execucao de sub-culturas.
Apés quantificacdo, procedeu-se ao congelamento de ampolas que continham
aproximadamente o volume equivalente a 1.5 milh&o de células.

Ao volume transferido para cada ampola que continha 1.5 milhdo de células foi
adicionado 5% DMSO. As ampolas sao posteriormente colocadas num recipiente que se
encontra preenchido com isopropanol que favorece uma descida gradual da
temperatura. Posteriormente, o recipiente € colocado a -80°C durante aproximadamente
12-16 horas, apdés o qual as ampolas séo transferidas para um reservatorio de azoto

liquido.
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Anexo llI

Artigo intitulado “Genetic Polymorphism in EGF is Associated with Prostate
Cancer Aggressiveness and Progression-Free Interval in Androgen Blockade
Treated Patients”, Clin Cancer Res. 2008; 14 (11): 3367-3371.
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Imaging, Diagnosis, Prognosis

Genetic Polymorphism in EGF Is Associated with Prostate Cancer
Aggressiveness and Progression-Free Interval in Androgen
Blockade-Treated Patients

Ana L. Teixeira,"* Ricardo Ribeiro,** Diana Cardoso,' Daniela Pinto,"? Francisco Lobo,® Avelino Fraga,®
Francisco Pina,® Fernando Calais-da-Silva,” and Rui Medeiros">*

Abstract Purpose Most prostate cancer patients develop resistance to androgen depnvatlon treatment,

_ resulting in hormone resistance. Epidermal growth factor (EGF) activates several pro-oncogenic

_intracellular pathways inducing proliferation, differentiation, and tumorigenesis in epithelial cells.
. The EGF-EGF receptor pathway seems to be especially relevant in hormone-resistant prostate can-
cer stage. A single nucleot:de polymorphlsm G>A in +67 locus of EGF gene has been described,
in which A homozygous carriers express significantly less EGF protein compared with G allele car-
riers. Our purpose was to investigate the potential prognostic and predictive role of £GF functional
genetic variant +67 GYA in prostate cancer patients submitted to androgen blockade therapy (ABT).
Experimental Design: We conducted a case-control study in prostate cancer patients treated
with ABT (1 =123) and in healthy controls without evidence of cancer. (n = 152). Cumulatively, a
follow-up study (median follow-up, 37 months) was undertaken to evaluate response to ABT
therapy in prostate cancer patients. EGF +67 G)A genotypes were detected by PCR-RFLP.
Results: We found increased risk in G carriers, after age-adjusted regression analysis, for
being diagnosed with Gleason >7 and with metastatic disease compared with control group
(CG; age-adjusted odds ratio, 3.37, P = 0.004 and age-adjusted odds ratio, 2.61, P = 0.043,
respectively). Kaplan-Meier survival analysis and log-rank test showed an influence of £GF +67
G>A polymorphism in time to relapse during ABT (P = 0. 018).
Conclusions: £GF functional polymorphism may contribute to earlier relapse in ABT pattents
supporting the involvement of £GF as an alternative pathway in hormone-resistant prostatic k
tumors. Furthermore, our results lend support to EGF- EGF receptor pathway as an addmonal
therapeunc target during hormonal treatment.

Prostate cancer is the most common nonskin cancer among
men in most Western populations (1). Initial treatment in early
stages of disease is usually prostatectomy or radiation, which
removes or destroys tumoral cells that are confined within the
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prostate capsule. Patients diagnosed in advanced stages are
frequently submitted to endocrine manipulation with androgen
blockade therapy (ABT; ref. 2), although most men will event-
ually fail this therapy and die from recurrent hormone-resistant
prostate cancer (HRPC). HRPC is a common lethal form of
prostate cancer that frequently metastasizes and eventually leads
to death (3). Therefore, it is important to understand the
mechanisms involved in androgen-independent progression.

The androgen pathway is commonly . accepted to have a
critical role in survival of prostatic cells. Nevertheless, progres-
sion into advanced prostate cancer and incurable forms has
also been associated with the activation of other cascades
mediated by growth factors responsible for the balance between
cell growth rate and apoptosis (4). Several pathways have been
proposed to be involved in HRPC development, and their
understanding will pave the way to more effective therapies. In
fact, prostate cell growth and differentiation in the absence of
androgens may be due to alternative intracellular signaling
pathways, such as the ErbB pathway, which implicates
epidermal growth factor (EGF) as a probable ligand (5).
Additionally, cross-talk between these signaling transduction
pathways has been implicated in prostate cancer survival in an
androgen-poor environment (6, 7).

Cumulatively, studies by Ye et al. (8) showed that there is a
positive feedback stimulation loop between androgen-induced
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according to EGF +61 G>A polymorphism

Prostate cancer, n (%)

Table 1. Allelic and genotype freqUencies and OR analysis in prostatekkcancer patients versus controls

aOR (95% CI) P

Genotypes
AA 33(0.27)
AG/GG 90 (0.73)
Alleles
A 124 (0.50)
G 122 (0.50)

Controls, n (%)
57 (0.38)
95 (0.62) 1.94 (0.99-3.79) 0.053
167 (0.55)
137 (0.45) 1.22 (0.84-1.70) 0.290

gene transcription and EGF-stimulated signal transduction, as
one could stimulate the synthesis of the receptors for the other.

The EGF receptor (EGFR) is proposed to participate in the
pathogenesis or maintenance of several human cancers of
epithelial origin. In prostate cancer cells, EGFR ligands are
frequently elevated and EGFR itself is commonly overexpressed
(9). Furthermore, EGFR expression increases during progres-
sion to a hormone-resistant stage (10).

EGF is encoded by EGF gene, located in chromosome 4q25-
q27. Recently, Shahbazi et al. (11) identified a functional G>A
single nucleotide polymorphism at position +61 in the 5
untranslated region of the EGF gene. In vitro studies showed
that G carriers have an increased EGF production in cultured
peripheral blood mononuclear cells, glioma cells, glioblastoma
cells, and breast cancer cells (11-13).

Previous studies found controversial results about the
association between EGF polymorphism and cancer develop-
ment and prognosis (11-16). Nevertheless, the present study is
the first to evaluate the relevance the EGF functional
polymorphism in HRPC patients.

Materials and Methods

Study population. One hundred and twenty-three patients (ages
71.7 + 7.4 y) submitted to ABT between 1995 and 2006 at Lisbon
Medical Centre (Central Region) were included in the study. All cases
were submitted to prostate biopsy and had histopathologically
confirmed diagnosis; the median follow-up time was 37 mo (range,
2-137 mo). All cases were considered with complete data for statistical
analysis, from which 35% of the cases had localized prostate disease
(Ty-Tap), 36% of the cases had locally advanced disease (T3-T4), and
29% of the cases had metastatic disease (N* and/or M*). The types of
hormonal treatment were as follows: antiandrogens plus luteinizing
hormone-releasing hormone agonist combination therapy (84.9%),
luteinizing hormone-releasing hormone agonist alone (9.2%), and
antiandrogens alone (5.9%). Hormone resistance was evaluated
through prostate-specific antigen recurrence, which was defined as

w0 consecutive increasing prostate-specific antigen values >1.0 ng-mL*
and differing by >0.2 ng-mL™.

Men ages >45 y, without known history of cancer, were recruited
from the Portuguese Institute of Oncology-Porto Centre blood donor’s
bank (ages 55.6 % 8.5 y) and included in the control group (n = 152).
Study was conducted according to Helsinki Declaration principles.
Antecubital peripheral venous blood sample was collected from each
subject enrolled in the study followed by DNA extraction from WBC
fraction according to salting out procedure (17).

EGF +61 G>A polymorphism genotyping. EGF +61 G>A variants
were analyzed through PCR-RFLP method, as described in a pre-
vious report (16). Briefly, DNA was amplified in a 50-uL reaction
mixture containing EGF +61 G>A primers (forward, 5“TGTCACT-
AAAGGAAAGGAGGT-3; reverse, 5-TTCACAGAGTTTAACAGCCC-
3"), 1x PCR buffer, 1 unit Taq polymerase, 1.5 mmol/L MgCl,,
0.2 mmol/L deoxynucleotide triphosphates, and 100 ng DNA.

PCR products (242 bp) were incubated overnight with Alul
restriction endonuclease at 37°C. The polymorphism was defined by
the presence (A) or absence (G) of an additional restriction site.

Quality control procedures implemented for the EGF genotype
analyses included double sampling in ~ 10% of the samples to assess
reliability and the use of negative controls to step-away false positives.
Two authors obtained the results independently, and the ambiguous
results were reanalyzed.

Statistical analysis. Genotype proportions among groups were com-
pared with Pearson x? test. Central tendency measures and comparisons
between groups were evaluated through independent sample Mann-
Whitney U test. Unconditional logistic regression analysis was used to
compute odds ratio (OR) and 95% confidence interval (95% CI)
estimating the association of genotypes to prostate cancer susceptibility,
and to stratified Gleason score, metastatic disease, and hormone resistance
development, while adjusting for age in all these variables [age-adjusted
OR (aOR)]. The Kaplan-Meier method and log-rank test were used to
compare genotype influence in the disease-free survival interval.

Results

The functional EGF +61 G>A polymorphism genotype dis-
tribution in patients and controls is described in Table 1. Using

+61 G carriers .

Controls, n (%)

‘Table 2. Risk for being diagnosed with higher Gleason grade (>7) and with metastatic prostate cancer in EGF

Metastatic prostate cancer, n (%)

Gleason >7, n (%)

AA 57 (0.38)
AG/GG 95 (0.62)
aOR*

95% CI

P

8 (0.22) 13 (0.19)
28 (0.78) 54 (0.81)
2.61 3.37
1.03-6.60 1.47-7.73
0.043 0.004

~*aOR in comparison with control group.
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‘Table 3. Prostate cancer patlent genotype frequencnes accordmg to tumor stagmg and prostate spectﬁc
‘an’c{gen Ievel
Genotypes : P
AA, n (%) AG/GG, n (%)
Staging

Localized (Ty-T,p, Stage) 11 (0.26) 32 (0.74)

Locally advanced (T3-T4 stage) 14 (0.32) 30 (0.68)

Metastatic (N* and/or M* stage) 8 (0.22) 28 (0.78) 0.612%
Prostate-specific antigen level at diagnosis (ng-mL*) 83.240.7 62.7 + 16.1 0.901 %
*52 test.
fAverage + SE.

#Mann-Whitney U test.
the recessive model, frequencies for homozygous AA and AG/ b

GG genotypes were, respectively, 0.27 and 0.73 for prostate
cancer patients and 0.38 and 0.62 in the control group.
Although the association is not statistically significant, there is a
trend to an overrepresentation of AG/GG genotype in prostate
cancer group compared with normal controls (aOR, 1.94; 95%
Cl, 0.99-3.79; P = 0.053).

Table 2 presents EGF +61 G>A genotype distribution and
age-adjusted risk for being diagnosed with an aggressive
prostate cancer phenotype (e.g., presence of metastatic disease
or Gleason-grade >7). Carriers of the G allele have a
significantly higher age-adjusted risk for being diagnosed with
metastatic prostate cancer (aOR, 2.61; 95% CI, 1.03-6.60;
P = 0.043) and with higher Gleason grade tumors (>7; aOR,
3.37;, 95% CI, 1.47-7.73; P = 0.004).

Within the group of patients, EGF +61 G>A functional
polymorphism was not associated with disease stage and
prostate-specific antigen serum level at diagnosis (Table 3).
Table 4 shows the influence of EGF +61 G>A polymorphism in
the response to ABT. Prostate cancer patients who developed
hormone resistance had similar genotype frequencies to
hormone respondents (P = 0.468).

Kaplan-Meier survival curves (Fig. 1) and log-rank test
(Mantel-Cox) show that EGF +61 G>A polymorphism is
associated with progression-free interval cumulative probabil-
ity. Median estimated cumulative survival was significantly
lower in AG/GG carriers compared with AA homozygous
(15.2 and 87.4 months, respectively; P = 0.018), showing an
earlier relapse in prostate cancer patients following hormone
ablation therapy.

Tablé 4, Hormone resistance in brostayte‘cancer -
patients submitted to ABT according to EGF +61
G>A polymorph[sm

Genotypes P
AA, n (%) AG/GG, n (%)

Patients with local or distant metastatic prostate cancer are
usually treated primarily through pharmacologic androgen
suppression (2). This hormonal therapy is initially efficient,
although the majority of patients will subsequently become
unresponsive to androgen inhibition (18). HRPC is a complex
and heterogeneous form of prostate cancer with a high capacity
of progression and metastization (4).

EGF has been described as one of the most influent
mitogenic factors in prostate function regulation (19). Further-
more, its receptor is overexpressed in prostate tumors, and the
EGF-EGFR pathway is involved in hormone resistance devel-
opment (9). In prostate cancers, EGFR is weakly expressed in
the benign gland and in areas of low-grade prostatic intra-
epithelial neoplasia, whereas it is highly expressed in high-
grade prostatic intraepithelial neoplasia and in neoplastic cells
(20). Expression levels of EGF and EGFR in prostate cancer cells
seem to be enhanced during disease progression to HRPC and
metastatic prostate cancer (10).

Cumulative Survival

g T T T 7 T T
Hoglmone reS'Sta”CQZZ ©.67) cu ) 00 20,0 400 600 800 1000 1200 140,0
o . :
: PFI (months
Yes 11 (0.33) 24 (0.27) 0.468% fEnotes)
*Xz test. Fig. 1. Kaplan-Meier analysis of progression-free interval (PF/) in prostate cancer
androgen blockade — treated patients according to £GF +67 G)A polymorphism.
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Through overproduction of EGFR ligands such as EGEF,
transforming growth factor-et, amphiregulin, heparin-binding
EGF, and betacellulin, cancer cells can stimulate their own pro-
liferation through an autocrine mechanism (21-23). In vitro
studies show that some EGER ligands, such as amphiregulin,
are overexpressed in prostate cancer cells (PC3; ref. 24),
emphasizing the relevance of further studies in other ligands.
Cumulatively, in vitro studies revealed that EGFR signaling
pathway inhibition reduces androgen-independent DU145 and
PC3 prostate cancer cell growth through interference in G;-S
cell cycle progression phase (25).

Although the EGF +61 G=>A polymorphism is localized
in a noncoding region and the exact mechanism by which it
affects EGF production is still undetermined, this locus seems
to be involved in EGF regulation because it affects EGF
expression (11, 13). It is hypothesized that this polymorphism
might influence EGF through differential EGF mRNA process-
ing and degradation or by providing a binding site for tran-
scription factors.

Conversely, it is expected that G carriers may have a higher
EGF availability in tumor environment. EGF +61 G>A poly-
morphism has been the subject of investigation in several case-
control studies, involving other cancer types, with controversial
results (11-15).

A recent investigation using prostatic tumor cell expression
signatures showed an attenuated androgen signaling signature
in high-grade and metastatic prostate cancer, eventually
reflecting and providing support for the clinical assodation of
grade with prognosis (26). In our study, risk for being
diagnosed with a high Gleason grade is significantly increased
in G carriers (aOR, 3.37; 95% CI, 1.47-7.73). Concomitantly,
we observed a trend toward an increased risk to develop
prostate cancer in EGF +61 G carriers (aOR, 1.94; 95% CI, 0.99-
3.79), although this association was not statistically significant.
Several studies have previously shown that growth factors
promote tissue proliferation and malignant transformation
(27). Accordingly, results from our study support that this
genetic variant, which influences EGF expression and serum
levels, may have an effect in prostate cancer development and
in higher grade at diagnosis. In fact, some authors (28) refer
that aberrant growth and differentiation are due to imappro-
priate cellular environment. Our results suggest that EGF +61
G>A polymorphism, which represents a functional modifica-
tion in EGF expression since birth and-throughout life, exposes
AG/GG carriers to higher EGF concentrations, inducing
modifications in prostate normal and tumoral cell microenvi-
ronment, leading to different patterns of cell differentiation,
and contributing to a higher Gleason grade at diagnosis.

We found a significantly higher risk for metastasis in G carriers
(P =0.043). Growth factors, such as EGF, have an important role
in migration and invasion of cancer cells. They can disrupt
different pathways and contribute to metastization. The EGFR
can interact with the integrin asf4 and promote cell migration
through activation of phosphatidylinositol 3-kinase and other
downstream pathways (29-31). Cumulatively, previous studies
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