Juliana Inés Pinto dos Santos

BIOMARCADORES MOLECULARES NO CANCRO DA
PROSTATA HORMONO-RESISTENTE: patrimoénio genético e

perfil de expressdo de microRNAs circulantes

Dissertacdo de Candidatura ao grau de Mestre
em Oncologia- Especializacdo em Oncologia
Molecular, submetida ao Instituto de Ciéncias
Biomédicas de Abel Salazar da Universidade do

Porto.

Orientador — Professor Doutor Rui Manuel de

Medeiros Melo Silva
Categoria — Professor Associado com Agregacgao

Afiliagdo — Instituto de Ciéncias Biomédicas de
Abel Salazar da Universidade do Porto

Co-orientador — Mestre Ana Luisa Pereira

Teixeira



INFORMACAO TECNICA

TITULO:
BIOMARCADORES MOLECULARES NO CANCRO DA PROSTATA HORMONO-RESISTENTE:

patriménio genético e perfil de expressado de microRNAs circulantes

Dissertacdo de Candidatura ao Grau de Mestre, em Oncologia- especializacdo em Oncologia
Molecular, apresentada ao Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar, Universidade do
Porto

AUTOR:
Juliana Inés Pinto dos Santos

DATA:
Setembro de 2013

EDITOR: Juliana Inés Pinto dos Santos

MORADA: Rua da Senhora da Luz, n°105
LOCALIDADE: Ferreira

CODIGO POSTAL: 4590-816 Pacos de Ferreira
CORREIO ELECTRONICO: inesantos.mo@gmail.com

12 EDICAO: Setembro de 2013



Agradecimentos

Ao finalizar esta etapa do meu percurso académico quero expressar o meu
sincero agradecimento a todas as pessoas que, direta ou indiretamente,

contribuiram para a realizacdo deste projeto.

Desta forma, gostaria de agradecer a Comissdao de Coordenacao do
Mestrado em Oncologia, (Professor Doutor Carlos Lopes e Professora Doutora
Berta Silva), pela oportunidade de ingressar neste mestrado, permitindo

enriquecer os meus conhecimentos na area da oncologia.

Ao Professor Doutor Rui Medeiros, meu orientador, por me ter recebido no
seu grupo de investigacao, Grupo de Oncologia Molecular, oferecendo-me a
oportunidade de desenvolver este trabalho. Agradeco a compreensao, a forca

e as palavras sabias em momentos determinantes deste percurso.

A Dra. Ana Luisa Teixeira, pela partilha de todo o conhecimento, pelo
constante apoio e dedicacdo na realizacdo deste trabalho. Agradeco toda a

paciéncia e amizade.

A Dra. Francisca Dias, por todo o apoio, ajuda e dedicacio, que

contribuiram para o éxito deste trabalho.

A todos os investigadores do Grupo de Oncologia Molecular, que tornaram
este ano de trabalho mais alegre e motivador, por me fazerem sentir
integrada nesta fantastica equipa. A Dra. Joana Assis, a Dra. Ménica Gomes e
ao Dr. Augusto Nogueira, pela partilha diaria de conhecimento, por toda a
ajuda, todo o apoio e toda a compreensao que demonstraram ao longo deste

ano.

A todos 0s meus amigos, que sempre me apoiaram e acreditaram em mim.
As minhas amigas de licenciatura, que “ficaram” em Coimbra, obrigado por
todos os momentos que |4 passamos, por todos os passeios e todas as
brincadeiras.

Vil I Biomarcadores Moleculares no Cancro da Préstata Hormono-Resistente



A Helena, por ter sempre uma palavra a dizer, por me fazer ver o outro
lado da situacdo. Agradeco toda a forte amizade e companheirismo, que

desenvolvemos ao longo destes dez anos. OBRIGADA!

A minha familia, por me ter sempre apoiado durante todo o meu percurso,

por acreditar sempre em mim. A minha madrinha e avé, obrigada.

Ao meu afilhado por fazer com que a minha vida seja tao alegre, por me

fazer rir todos os dias. Ao Jodao Pedro, por ser o meu irmaozinho mais novo.
Aos meus pais, pelo apoio incondicional, por toda a dedicacdo, por todo o
esforco que fizeram para que a minha formacdo académica fosse possivel,

guero deixar o meu especial agradecimento.

A minha irmi, por acreditar sempre que sou capaz.

A todos os que fazem com que a minha vida seja tdo perfeita, obrigada.

VIl I Biomarcadores Moleculares no Cancro da Préstata Hormono-Resistente









AR
AREs
aLHRH
AGO2
AKT

Bcl-2
BTA
Bcl-6

CaP
CaPHR
CCR
CEA
CA 125
CLL
cDNA
CDC42
CDH1

DHT
DGCR8
DNA

E

EMT
EGFR
EGF
EDTA
ERK
ECACC

Abreviaturas

Recetor de Androgénios

Elementos de Resposta a Androgénios
Hormona libertadora da hormona luteinizante
Argonaute 2

Protein Kinase B

B-cell lymphoma 2
Bladder tumor antigen

B-cell lymphoma 6

Cancro da Prostata

Cancro da Prostata Hormono-resistente
Carcinoma de Células Renais

Antigénio Carcinoembrionario

Cancer antigen 125

Leucemia Linfocitica Crénica

DNA complementar

Cell division control protein 42
Cadherin 1

Dihidrotestosterona
Digeorge syndrome critical region gene 8

Acido desoxirribonucleico

Epithelial- mesenchimal Transition
Epidermal Growth Factor Receptor
Epidermal Growth Factor
Ethylenediamine tetraacetic acid
Extracellular signal-regulated kinases

European Collection of Cell Cultures

XI I Biomarcadores Moleculares no Cancro da Préstata Hormono-Resistente


http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases

FSCN1
FOLR1

G
GEMIN3
GEMIN4

H

HBP

HR
HER?2
HoxD10

LHRH

MiRNAs
miR
MRNA
MYO6
mTOR

mL

NMP22
ng/ml
NE

PSA
PCA3

pB

Abreviaturas

Fascin homolog 1

Folate receptor 1

Gem-associated protein 3

Gem- associated protein 4

Hiperplasia Benigna da Préstata
Hormono-resistente

Human epidermal growth factor receptor 2
Homeobox D10

Hormona libertadora da hormona luteinizante

microRNAs

microRNAs

RNA mensageiro

Myosin VI

Mechanistic target of rapamycin
Mililitros

Nuclear matrix protein no.22
Nanogramas por mililitro

Diferenciacdo neuronddcrina

Prostate specific antigen
Prostate Cancer Gene 3

Pares de Bases

Xl I Biomarcadores Moleculares no Cancro da Préstata Hormono-Resistente



Abreviaturas

PCR Polymerase Chain Reaction

pH Potencial de Hidrogénio

P Probabilidade

PAK1 PAK-kinase 1

PDGF-D Plated derived growth factor D

PBS Phosphate buffered saline

R

RNA Acido ribonucleico

RISC RNA-induced silencing complex

Real-Time PCR Real Time Polymerase Chain Reaction

rpm Rotacdes por minuto

s

SNPs Single nucleotide polymosphisms

Setd8 SET domain containing (lysine methyltransferase) 8
SKP2 S-phase kinase-associated protein 2

SET Protein phosphatase 2A inhibitor

T

TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily member 10
TRPS1 Trichorhinophalangeal syndrome type | protein
TBA Terapia de Bloqueio Androgénico

TRBP Tar RNA-binding protein

U

pL Microlitros

w

WAVE3 Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 3
X

XPO5 Exportina 5

Xl I Biomarcadores Moleculares no Cancro da Préstata Hormono-Resistente



Abreviaturas

z
ZEB1 Zinc finger E-box-binding homeobox 1
ZEB2 Zinc finger E-box-binding homeobox 2

XV | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Préstata Hormono-Resistente



indice Geral

2] 1 o PP XIX
ADSTIACT ... et XXl
L 1N o o T [0 Tk o T PPN 1
I O (08 Y T'of o N 3
1.2. Cancro da ProStata......ceceeuieieeuieieiieieieeeeis e e et e e et e e e s e s e e een e e eeneeeennaeees 5

1.2.1. O papel dos androgénios no cancro da préstata e no desenvolvimento

de hormMONO-TESISTENCIA .. uuuiiiiriiieie i e e e e e e e e e e e e e ena e eenns 9
1.3. Biomarcadores moleculares ..........c. i 11
1.4, MICIORN AS L. et eas 12

1.4.1. Desregulacao da expressao de microRNAS ........ccoeviiiiiiiiiiieiceeie e, 15
1.5. Polimorfismos genéticos funcionais no GEMIN4............cccoeiiiiiiiininiiieennn. 20

D © ] o =1 4 Y7 1 PP 21
2.1. ObjJetivo geral cou e 23
2.2. Objetivos @SPeCITICOS. ottt 23

3. Material @ METOAOS . .cunei et 25

3.1. Analise do perfil de expressdao de miRNAs em linhas celulares de cancro da

(01 13 - L = P 27

3.2. Analise do perfil de expressdao de miRNAs em amostras biologicas de

doentes com cancro da Prostata......cciceiciiiiieieiiie e 29
3.2. 1. POPUIAGAOD . iiuiiiii ittt 29
3.3. Analise do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813) .cuceeviniiiiiiieieieieeiieeeeeeenn, 30
3.3.1. Extracao do DNA geNOMICO..c.uiiuuiiiiiiei e e et et ea e e 30
3.4. AnAlise @STatiStiCa ivieuiee i e 31
I YW | 7 U o 1P 33

4.1. Estudo do perfil de expressao de microRNAs em linhas celulares e em

doentes com €ancro da Prostata.....cccicuecciiiieiiiieeee e 35

4.2. Influéncia da expressao do microRNA-7-2 e do microRNA-221 na resposta

a terapia de bloqueio aNdrogéniCo ......c.veiiiiiiiiiiii 39

XV | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Prostata Hormono-Resistente



indice Geral

4.3. Influéncia da expressao do microRNA-7-2 e do microRNA-221 na

sobrevivéncia global de doentes com cancro da préstata.......ccccceveveeieniennnenn. 42

4.4. Influéncia do polimorfismo GEMIN4 T/C na resposta a terapia de bloqueio

FLg T | o Yo=Y Tl T PP 45

4.5. Influéncia do polimorfismo GEMIN4 T/C na sobrevivéncia global de doentes

(oo g W er-Yo el foTNe - o] (o 1] -1 - W 46
B I LY of B 13 U 2 PP 47

5.1. Estudo do perfil de expressdao de microRNAs em linhas celulares e em

doentes com cancro da Prostata.....cc e 51

5.2. Influéncia dos niveis de expressdo do microRNA-7-2 na resposta a terapia
de bloqueio androgénico e na sobrevivéncia global de doentes com cancro da

(01 153 - U - 53

5.3. Influéncia dos niveis de expressdao do microRNA-221 na resposta a terapia
de bloqueio androgénico e na sobrevivéncia global de doentes com cancro da

(01 13 - U - 54

5.4. Influéncia do polimorfismo GEMIN4T/C na resposta a terapia de bloqueio

androgénico e na sobrevivéncia global de doentes com cancro da prostata.... 56

. Conclusao e Perspetivas fULUIAS ....ocuieurieieiieie e e e e eas 57
. Referéncias Bibliograficas.......cceeiiiiiiiiiiiiiiie e 61
N L= o 1P 71
ANEXO L 73
ANEXO Ll 75

XVI | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Prostata Hormono-Resistente



indice de Figuras

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de carcinogénese.

Figura 2. Taxas de incidéncia de CaP por 100 000 habitantes (Globocan 2008, IARC).

Figura 3. Score de Gleason para a classificacdo do grau histolégico de CaP.
Figura 4. Ativacdo da via de sinalizacdao mediada pelos androgénios
Figura 5. Mecanismos de desenvolvimento de resisténcia a TBA.

Figura 6. Biogénese de miRNAs e mecanismo de regulagdo do mRNA.
Figura 7. Exemplos de miRNAs reguladores dos processos celulares.
Figura 8. Linha celular LnCaP.

Figura 9. Linha celular PC3.

Figura 10. Curva de amplificacdo da expressao relativa dos microRNAs.

Figura 11. Estudo comparativo da expressdao relativa normalizada dos miRNAs
selecionados nas duas linhas celulares LnCaP (hormono-dependente) e PC3

(hormono-resistente).

Figura 12. Expressdo relativa normalizada dos miR-7-2, miR-221, miR-222 e miR-
1233 nas linhas celulares LnCaP e PC3.

Figura 13. Expressdo relativa normalizada dos miR-145, miR-199b e miR-200b nas
linhas celulares LnCaP e PC3.

Figura 14. Expressao relativa normalizada em circulacdo dos miR-7-2, miR-221, miR-
222 e miR-1233 em doentes com diagnéstico de CaP, atendendo ao tempo

até a aquisicdo de HR.

XVII | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Prostata Hormono-Resistente



indice de Figuras

Figura 15. Influéncia dos niveis de expressdao dos miR-7-2 e miR-221 no tempo até
aquisicdao de HR: estratificagdo segundo o Grau de Gleason.

Figura 16. Influéncia dos niveis de expressdao dos miR-7-2 e miR-221 no tempo até

aquisicdo de HR: estratificacdo segundo o valor de PSA.

Figura 17. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, estratificadas pelo Grau de
GCleason, e teste Log Rank apdés TBA em doentes com CaP: influéncia da

expressdo dos miR-7-2 e miR-221.

Figura 18. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, estratificadas pelo valor de PSA, e
teste Log Rank ap6és TBA em doentes com CaP: influéncia da expressdo dos
miR-7-2 e miR-221.

Figura 19.  Influéncia do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813 ) no tempo até aquisi¢do
de HR: estratificacdo segundo o Grau de Gleason e o valor de PSA.

Figura 20.  Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste Log Rank para o
polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813): estratificacdo segundo o Grau de
Gleason e o valor de PSA.

XVIII | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Prostata Hormono-Resistente



RESUMO







Resumo

As opcoOes terapéuticas atualmente existentes para o cancro da prostata
hormono-resistente (CaPHR) sdo bastante limitadas. Individuos com tumores
prostaticos de estadio mais avancado sao habitualmente submetidos a terapia de
bloqueio androgénico (TBA), permitindo retardar o crescimento tumoral.
Contudo, apesar de inicialmente existir uma resposta positiva a este tratamento,
a maioria dos doentes acaba por desenvolver resisténcia e a doenga evolui para
uma forma letal de cancro da prostata (CaP), o CaPHR. Este fendtipo tumoral é
bastante agressivo e esta associado a elevadas taxas de mortalidade e de
morbilidade.

Os microRNAs (miRNAs) tém sido identificados como potenciais
biomarcadores dada a sua especificidade de expressdo e estabilidade. Estas
moléculas sdo importantes reguladores da expressdo genética por possuirem a
habilidade de controlar/regular a expressdo de oncogenes e/ou genes
supressores tumorais, entre outros, encontrando-se assim associadas ao
desenvolvimento neoplasico. Variacdo da expressdo destes miRNAs por
modulacdo pelo patriménio genético individual é possivel ocorrer, em
consequéncia da ocorréncia de polimorfismos genéticos nos genes codificantes
de elementos da cascata de biogénese dos miRNAs.

Observamos que os miR-7-2, miR-221, miR-222 e miR-1233 se
encontravam com uma expressdo aumentada na linha celular PC3 em
comparacao com a linha celular LnCaP. Estes mesmos miRNAs foram pesquisados
em amostras em circulacdo de individuos com CaP, encontrando-se os miR-7-2 e
miR-221 aumentados nos individuos que desenvolviam hormono-resisténcia (HR)
precoce (< 20 meses).

Observamos que individuos com tumores de Grau de Gleason >8 e elevada
expressao do miR-7-2 desenvolvem HR precoce e possuem menor sobrevivéncia
global comparativamente com os individuos com baixa expressdo deste miRNA
(11 vs. 51 meses, P=0,004 e 28 vs. 116 meses, P=0,001, respetivamente). Foi
igualmente observado um menor tempo até aquisicio de HR e uma menor
sobrevivéncia global em individuos com elevada expressdo deste miRNA, e
simultaneamente com valores de PSA =20 ng/ml, em comparacdo com os
individuos com baixa expressao do miR-7-2 (24 vs. 68 meses, P=0,022 e 43 vs.
125 meses, P=0,004, respetivamente).

Para o miR-221, verificamos que individuos com tumores de Grau de

Gleason =8 e com elevados niveis em circulacdo deste miRNA desenvolvem HR
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Resumo

precocemente em comparacdo com os individuos com baixos niveis de expressao
do miR-221 (10 vs. 46 meses, P=0,012).

Foi também analisada a influéncia do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813)
no desenvolvimento de HR e na sobrevivéncia global destes individuos.
Observamos que os individuos com gendtipos TT/TC adquirem HR mais cedo
relativamente aos individuos com gendtipo CC (51 vs. 84 meses, P=0,035).

A definicado de um perfil de expressaio de miRNAs associado ao
desenvolvimento de HR e a sobrevivéncia global podera ser uma ferramenta util
para a previsao de fenétipos de HR e na monitorizacdo da terapia. A avaliacdo dos
gendtipos para o polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813) pode auxiliar o
estabelecimento de um perfil genético de eficiéncia da TBA. Uma associacao entre
o perfil de miRNAs circulantes e o genétipo individual para este polimorfismo

podera funcionar como possivel biomarcador em CaPHR.

XXII | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Prostata Hormono-Resistente



ABSTRACT







Abstract

The therapeutic options that currently exist for hormone refractory
prostate cancer (CRPC) are very limited. Patients with prostate tumors in more
advanced stages are usually submitted to androgen deprivation therapy (ADT),
allowing slow tumor growth. Although initially there is a positive response to this
treatment, most patients eventually develop resistance and the disease evolves
into a lethal form of prostate cancer, the CRPC. This is a very aggressive tumor
phenotype and is associated with high mortality and morbidity.

MicroRNAs (miRNAs) have been identified as potential biomarkers due to
their specific expression and stability. These molecules are important regulators
of gene expression because they have the ability to control/regulate the
expression of oncogenes and/or tumor suppressor genes, being associated with
tumor development. Changes in expression of miRNAs, by modulating the
individual genetic inheritance can occur, in consequence of the occurrence of
genetic polymorphisms in genes encoding elements of the biogenesis pathway of
miRNAs.

We observed that miR-7-2, miR-221, miR-222 and miR-1233 were found
with increased expression in the cell line PC3 compared to the cell line LNCaP.
These same miRNAs were investigated in circulation in samples from patients
with PCa, where the miR-7-2 and miR-221 were increased in patients who
developed early hormone resistance (HR) (<20 months).

We observed that patients with tumors of Gleason grade > 8 and high
expression of miR-7-2 developed early HR and have lower overall survival
compared with patients with low expression of this miRNA (11 vs. 51 months, P =
0.004 and 28 vs. 116 months, P = 0.001, respectively). It was also observed a
shorter time to acquisition of HR and a lower overall survival in patients with high
expression of this miRNA, and simultaneously with PSA > 20 ng/ ml, compared to
patients with low expression of miR-7-2 (24 vs. 68 months, P = 0.022 and 43 vs.
125 months, P = 0.004, respectively).

For miR-221, we found that patients with tumors of Gleason score = 8 and
high circulating levels of this miRNA developed early HR compared to patients
with low expression levels of miR-221 (10 vs. 46 months, P = 0.012).

We also analyzed the influence of GEMIN4 T/C (rs7813) polymorphism in
the development of HR and overall survival of patients. We observed that
individuals with genotypes TT/TC acquire early HR compared to patients with CC
genotype (51 vs. 84 months, P = 0.035).
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Abstract

The definition of a expression mMiRNAs profile associated with the
development of HR and overall survival, can be a useful tool for predicting HR
phenotypes and monitoring the therapy. The assessment of the genotype for the
GEMIN4 T/C (rs7813) polymorphism can help the establishment of a genetic
profile of TBA efficiency. An association between the circulating miRNAs profile
and individual genotype for this polymorphism can help as potential biomarker in
CRPC.
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1. Introducado

1.1. O Cancro

Ao longo dos anos, o cancro tem-se revelado um crescente problema de
saude publica em todo o mundo, constituindo uma das principais causas de
morte em varios paises. Estima-se que no ano de 2012, na Europa, tenham sido
diagnosticados 3,45 milhdes de novos casos de cancro (excluindo cancro de pele
nao melanoma), dos quais 1,75 milhdes resultaram em morte [1]. Nas mulheres,
o cancro da mama é a neoplasia mais frequente, representando 29% das
neoplasias diagnosticadas e sendo responsavel por 14% das mortes por cancro,
na Europa [1]. No caso dos homens, o cancro da préstata é o mais incidente,
representando 28% dos tumores malignos diagnosticados e 10% das mortes por
cancro [1].

O cancro pode ser caracterizado como uma doenca genética, envolvendo
alteracdes que se manifestam através de rearranjos cromossémicos como
translocacdes, delecbes e insercdes, amplificacbes e mutacdes pontuais em
determinados genes [2]. O processo de carcinogénese ndo consiste
exclusivamente num evento, sendo um processo complexo, multifatorial e
multifasico, culminando na aquisicdo de alteracdes celulares e envolvendo a
desregulacao de multiplas vias responsaveis por processos fundamentais a célula,
tais como a apoptose, proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celulares [3]. A taxa
de proliferacdo celular e as alteragbes genéticas associadas ao processo de
carcinogénese dao origem a uma massa tumoral, com capacidade de invadir e
metastizar para tecidos adjacentes ou a distancia, apresentando vantagem
competitiva em relacdo as células normais [4].

O processo de carcinogénese pode assim ser dividido em trés etapas

principais: a iniciacdo, a promocdo e a progressado (Figura 1) [4].
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1. Introducado

Carcinogénios:
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Figura 1. Representacdo esquematica do processo de carcinogénese (adaptado de Kumar et al.,
2005 [4])

A fase de iniciacdo caracteriza-se pela aquisicao de danos genéticos, nao
letais, de uma célula normal, por acdo de agentes carcinogénicos como agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos. Caso essa célula mutada nao tenha capacidade de
reparar o dano sofrido, podera acumular sucessivas alteracdes genéticas que lhe
irdo conferir vantagem seletiva sobre as outras células. Assim, progredir-se-a
para a fase de promocdo onde a acumulacao sequencial de alteracdes genéticas
em genes responsaveis pelo controlo da proliferacao celular, da morte celular
programada e da manutencao da integridade do genoma, permitirdao a expansao
clonal da célula “iniciada” [4]. Por fim, a fase de progressdao, que consiste na
expressdo do fendtipo maligno e na aquisicao de caracteristicas que conferem as
células tumorais uma maior agressividade. Durante a fase de progressdo, poder-
se-ao ainda verificar outras alteracdes genéticas e epigenéticas, que levardo a
ativacao de proto-oncogenes, genes que codificam produtos reguladores do
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1. Introducado

crescimento celular normal e da diferenciacido, e a inativacio de genes
supressores tumorais, que codificam proteinas que normalmente suprimem a
proliferacdo celular. Frequentemente, apds a fase de progressdo, as células
tumorais adquirem capacidade de invasdo e metastizacdo, podendo-se formar
coldnias celulares em érgdos distantes do tumor primario [4].

Como consequéncia do processo de carcinogénese, as células tumorais
evidenciam alteracées das funcdes bioldgicas comparativamente as células
normais, como: autossuficiéncia em fatores de crescimento, capacidade de
evasdo a destruicao pelo sistema imunoldgico, angiogénese, potencial replicativo
ilimitado, evasao a apoptose, promocdo da inflamacao, instabilidade gendmica e
mutacdes, desregulacdo celular energética, capacidade de invasdo tecidual,
metastizacdo e inflamacdo cronica [5]. Todas estas alteracdes na biologia do
normal funcionamento da célula culminardo na ativacdo/ inativacdo de vias de

sinalizacdo celulares favoraveis para o desenvolvimento neoplasico.

1.2. Cancro da Prostata

Em Portugal, o cancro da préstata (CaP) é a neoplasia maligna mais
frequente e a quarta causa de morte por cancro nho homem [6]. Estima-se que em
2008 tenham sido diagnhosticados 899 000 novos casos e tenham ocorrido 258
000 mortes em todo o mundo [6]. Até 2030 é esperado que o nimero de novos
casos aumente até 1,7 milhdes e que se verifiguem 499 000 mortes por esta
doenca [6]. Na Europa, no ano de 2012, estima-se terem sido diagnosticados 416
700 novos casos de CaP dos quais 92 200 resultaram em mortes [1].

A nivel mundial verifica-se uma heterogeneidade na distribuicdo das taxas
de incidéncia desta neoplasia, o que revela grandes diferencas inter-
populacionais. As taxas de incidéncia mais elevadas observam-se na Australia,
Europa ocidental e América do norte, enquanto que as mais baixas foram

registadas em populacbes Asiaticas (Figura 2) [6].

5 | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Prostata Hormono-Resistente



1. Introducado

0 528 180 2¥E5 E7.7 174
A

Age-standardised incidence rates per 100,000

Figura 2. Taxas de incidéncia de CaP por 100 000 habitantes (Globocan 2008, IARC).

A prostata é um érgao retroperitoneal, estendendo-se desde a base da
bexiga ao diafragma urogenital, como uma piramide invertida, e envolve a uretra
prostatica e os ductos ejaculatérios [7]. Na préstata adulta, o parénquima
prostatico pode ser dividido em quatro zonas biolégica e anatomicamentee
distintas: a zona periférica, central, de transicio e a regido do estroma
fiboromuscular anterior. A maior parte das hiperplasias ocorrem na zona de
transicdo enquanto que a maioria dos carcinomas originam-se na zona periférica,
onde o mais comum € o adenocarcinoma [4].

Evidéncias dos ultimos anos permitem observar que o desenvolvimento de
CaP pode ser influenciado por varios fatores, como a idade, a etnia e a historia
familiar da doenca [4,8]. 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 [4,8]. Para além destes,
os habitos alimentares parecem também modular a carcinogénese de tumores
prostaticos, em exemplo o aumento do consumo de gorduras saturadas aumenta
o risco de desenvolvimento desta neoplasia [4,9,10]. Por outro lado, outros
produtos alimentares podem prevenir o seu desenvolvimento, inibir ou diminuir a
sua progressao sendo eles os licopenos, as vitaminas A e E, o selénio e os
produtos de soja [4,11,12].
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Apesar do contributo de varias areas de investigacao, permanecem por
esclarecer quais os fatores de risco ambientais, genéticos e biolégicos que
expliquem a heterogeneidade verificada nas taxas de incidéncia de CaP a nivel
mundial, sugerindo que outros fatores, nomeadamente a variabilidade genética
individual, possam também influenciar a suscetibilidade para o desenvolvimento
desta neoplasia.

O PSA (Prostate specific antigen), desde a sua descoberta, tem vindo a ser
usado como biomarcador auxiliar de diagnéstico e monitorizacdo de CaP. Este é
um produto do epitélio prostatico libertado normalmente no sémen, com a
funcao da sua liquefacdo, permitindo a libertacdo dos espermatozodides e a sua
propagacao [4]. Nos homens sem neoplasia da prdéstata, poucas quantidades de
PSA sdo encontradas em circulagdo no soro, no entanto, a sua libertagao ocorre
também em situacoes de hiperplasia benigna da préstata (HBP), devendo este
método de diagnéstico ser aliado a outros, como o toque retal e a ecografia
prostatica transretal [4,13,14]. O teste do PSA possui uma sensibilidade acima
dos 90%, no entanto a sua especificidade é de apenas 25%, podendo levar a falsos
positivos [15]. Recentemente, polimorfismos genéticos funcionais, perfis de
expressdo de miRNAs e a expressao de prostate cancer gene 3 (PCA3) tém sido
investigados como novos biomarcadores no CaP [16-21].

A agressividade de um tumor pode ser prevista pelas caracteristicas que
este apresenta, como a dimensdo do tumor inicial e o grau histoldgico, dado pela
classificacdo de Gleason, a extensdo local e a disseminacdo a distancia, dadas
pelo sistema de estadiamento TNM [3,4,14].

A classificacao de Gleason mede o grau de semelhanca entre o tumor e a
glandula prostatica a partir da qual se desenvolveu o tumor. Na escala de Gleason
sao descritos cinco padroes distintos de crescimento que variam entre “bem
diferenciado” a “anaplasico”. Os tumores com padrao 1 sdo muito diferenciados,
com formacdo glandular discreta, enquanto que os tumores com padrdo 5 sao
muito indiferenciados, com perda da arquitetura glandular. O score final de
Gleason é a soma dos graus do padrdo de crescimento mais comum e do

segundo mais comum, variando entre 2 (1+1) e 10 (5+5) (Figura 3) [3,4].
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Figura 3. Score de Gleason para a classificacdo do grau histolégico de CaP (adaptado de DeVita et
al., 2008 [3])

A par do diagnéstico histopatoldgico, existe o estadiamento clinico que é
estabelecido aquando do diagndstico e que constitui um dos passos mais
importantes para a orientagcdo da terapéutica. O sistema de estadiamento de uso
mais comum é o sistema TNM, que consiste no agrupamento dos casos em
categorias tendo por base a extensao da doenca [3]. Assim, a componente T
corresponde ao tamanho e extensao local do tumor (variando entre TO e T4), a
componente N a metastizacdo ganglionar regional (classificada como NX, NO ou
N1l) e a componente M a metastizacdo a distancia (classificada como MO, M1,
mla, b ou ¢) [3].

A decisdo sobre qual a terapia a aplicar é baseada no grau histopatoldgico
e estadio do tumor, idade e estado de salde do doente. Individuos
diagnosticados em estadios iniciais de desenvolvimento de CaP sao
habitualmente submetidos a cirurgia (prostatectomia radical) e/ou radioterapia,
braquiterapia transperineal de baixa dose, com intencao curativa [13]. Individuos
com tumores prostaticos em estadios mais avancados sdo geralmente
submetidos a terapia de bloqueio androgénico (TBA), reduzindo assim o

crescimento tumoral dependente do recetor de androgénios (AR) [14,22].
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1.2.1.0 papel dos androgénios no cancro da prostata e no
desenvolvimento de hormono-resisténcia

A testosterona é o androgénio em circulacao mais abundante no homem. A
sua producdo pode ocorrer nas células de Leydig ou na glandula suprarrenal,
sendo bastante mais acentuada nas primeiras (90%) [14,23].

Quando a testosterona contacta com as células prostaticas, a grande
maioria é convertida em dihidrotestosterona (DHT) por acdo da enzima 5a-
reductase. A DHT apresenta uma maior afinidade pelo AR, dissociando-se deste
mais lentamente. Apo6s a ligacdo da DHT ao AR, este complexo é fosforilado,
formam-se complexos de homodimeros de AR que se vao ligar a elementos de
resposta a androgénios (AREs) na regido promotora dos genes-alvo, envolvidos
em importantes mecanismos de crescimento e sobrevivéncia celulares (Figura 4)
[24,25]. Os androgénios estimulam a proliferacdo celular e inibem a apoptose,
contribuindo para o desenvolvimento da carcinogénese prostatica [25]. Deste
modo, a TBA, que consiste na supressao da utilizacdo de androgénios por parte

das células prostaticas, pode controlar o desenvolvimento deste tipo de cancro.

e \ Testosterona
SHBG

l 5a-reductase
HSP
Células androgénio-dependente DHT
gemeeep — AR

PSA
Crescimento
Sobrevivéncia

Ativac&o de genes alvo

Figura 4. Ativacdo da via de sinalizacdo mediada pelos androgénios (adaptado de Pienta et al.[24]).
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A TBA pode ocorrer por castracdo cirurgica, que envolve a remocao dos
testiculos com a finalidade de reduzir a biossintese de testosterona, ou por
castracdo quimica, utilizando farmacos que bloqueiam o AR ou reduzem os niveis
de androgénios [13,22,26]. Atualmente, a castracdo quimica pode ser obtida
através da utilizacao de estrogénios, de analogos da hormona libertadora da
hormona luteinizante (LHRH), de antagonistas da LHRH e de antiandrogénios [14].

Apesar de inicialmente a maior parte dos individuos responder a TBA,
verificando-se uma regressdo tumoral, a maioria acaba por desenvolver
resisténcia a esse tratamento, desenvolvendo um tipo tumoral conhecido por
cancro da prostata androgénio-independente ou hormono-resistente (CaPHR).
Esta resisténcia caracteriza-se pelas células tumorais continuarem a crescer
mesmo na auséncia de androgénios e acontece, por norma, num intervalo de
tempo de 18-24 meses apds inicio da TBA [27]. No entanto, existe ja evidéncia
de que esse tempo de resisténcia pode variar de acordo com a idade dos doentes
[28]. Um estudo recente desenvolvido por Humphreys e colaboradores em que
individuos diagnosticados com CaP foram divididos em quatro grupos tendo em
consideracdo a idade, demonstrou que o grupo de individuos jovens (< 55 anos)
e o grupo de individuos com idade mais avancada (= 75 anos) apresentaram um
menor tempo até aquisicado de resisténcia a TBA quando comparados com os
restantes individuos [28]. Perceber os mecanismos que levam ao desenvolvimento
desta resisténcia aliado a definicio de biomarcadores preditivos serdo estratégias
fundamentais no desenvolvimento de novas terapias mais eficientes e dirigidas a
alvos moleculares.

Encontram-se ja descritos varios potenciais modelos explicativos de
desenvolvimento de CaPHR que procuram entender as vias alternativas que as
células tumorais prostaticas usam para sobreviverem num meio ausente de
androgénios [24-26,29]. Desta forma, podera ocorrer uma hipersensibilidade do
AR que se torna capaz de responder a infimas quantidades de androgénios
presentes no meio, mesmo apos TBA (via hipersensivel), ocorréncia de mutacoes
no gene do AR e alteracdo da especificidade do recetor tornando possivel a sua
ativacao por outras moléculas esterdides ndo androgénicas (via promiscua), a
inducdo de vias bypass (ocorre uma sobre-regulacdo de proteinas
antiapoptoticas, como a Bcl-2 [B-cell lymploma 2], que supera a capacidade de
apoptose induzida pela TBA) e a ativacdo de vias de proliferacao alternativas
(Figura 5) [26].
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Figura 5. Mecanismos de desenvolvimento de resisténcia a TBA.

1.3. Biomarcadores moleculares

O diagndstico de doenca oncoldgica esta atualmente a passar por uma
mudanca de paradigma, com a incorporacdo de biomarcadores moleculares como
parte do painel de diagnodstico de rotina [30]. Os biomarcadores sao indicadores
fisicos, funcionais ou bioquimicos de um processo fisiolégico ou de doenca
caracterizados por alteracdes a nivel molecular [31]. Os biomarcadores podem
ser usados na determinacdo da suscetibilidade de desenvolvimento de uma
doenca, avaliacdo da sua progressio e do progndstico, oferecendo a
possibilidade de individualizacdo de tratamentos [31-35].

Durante o desenvolvimento neoplasico ocorrem alteracdes moleculares
que variam ndo apenas devido a origem do tumor mas também pelo grau de
diferenciacdo e capacidade de invasao da célula tumoral [30]. Com base em
modelos de estudo in vivo e in vitro, tem vindo a ser demonstrado que as
alteracdes moleculares possuem um importante papel na progressao tumoral e
na “sobrevivéncia” das células tumorais [36]. Estas alteracoes podem ocorrer ao
nivel do DNA, do RNA, das proteinas e dos miRNAs, fazendo destes potenciais
biomarcadores [36].
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Atualmente, existem eficientes biomarcadores tumorais utilizados na
pratica clinica. Alguns exemplos sdao o CEA (antigénio carcinoembrionario) para
monitorizacdo do cancro gastrico, colon e reto, o CA 125 (cancer antigen 125)
para monitorizacao do cancro do ovario, o NMP22 (Nuclear matrix protein no.22),
a BTA (Bladder tumor antigen) e fibrina para diagnostico e monitorizacdo do
cancro da bexiga, o HER2/NEU (Human epidermal growth factor receptor 2) para
monitorizacdo, prognéstico e selecio da terapia adequada para doentes com
cancro da mama, entre outros [15].

Recentemente, pequenas moléculas de RNA ndo codificante, denominados
microRNAs (miRNAs), tém sido definidos como uma nova classe de
biomarcadores com potencial aplicacdo clinica [34,37,38]. Estes miRNAs regulam
a expressdo genética por ligacdo ao RNA mensageiro (mRNA) alvo, influenciando
assim a sua possivel traducao em proteina. Por exemplo, o miRNA-10 encontra-
se em grandes quantidades no soro de doentes com cancro da mama
metastatico, quando comparado com dadores saudaveis, evidenciando assim a
sua possibilidade de utilizacdo como fator de progndstico [39].

Mais ainda, variacdes no genoma humano (polimorfismos) tém sido
apontadas como potenciais biomarcadores de susceptibilidade/preditivos de
resposta a terapia ou de prognostico, modelando todas as fases de
desenvolvimento de cancro ou como marcadores de progndstico [40-44].

A definicdo de biomarcadores tumorais de diagndéstico e de prognéstico
sao uma ferramenta util, permitindo a intervencdo em fases precoces de

desenvolvimento da doenca.

1.4. microRNAs

A biogénese dos miRNAs é um processo enzimatico multifasico, que se
inicia pela transcricdo do seu gene pela enzima RNA polimerase Il, no nucleo,
resultando num longo transcrito de RNA primario, o pri-miRNA. Posteriormente,
o pri-miRNA é clivado por uma endonuclease RNase lll, a Drosha, juntamente
com o seu cofator DGCR8 (Digeorge syndrome critical region gene 8), resultando
num percursor de miRNA, com 60-110 nucleétidos de comprimento, o pré-
miRNA. Esta molécula é depois transportada do nucleo para o citoplasma pela
Exportina 5 (XPO5). No citoplasma, o pré-miRNA é clivado por outra RNase, a
Dicer, formando um duplex de miRNA com aproximadamente 22 pares de base
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(pb) [45]. Uma das duas cadeias formadas é integrada no RNA-induced silencing
complex (RISC), composto pelas proteinas TRBP (Tar RNA-binding protein), AGO2
(Argonaute 2), GEMIN 3 (Gem-associated protein 3) e GEMIN4 (Gem-associated
protein 4) enquanto que a outra € normalmente degradada [46]. Este complexo
formado liga a regidoes 3’UTR do mRNA alvo, com base na complementaridade
parcial miRNA-mRNA. Como consequéncia desta ligacdo, pode ocorrer uma
inibicdo da traducao da molécula de mRNA ou uma reducao da sua estabilidade,
resultando na diminuicdo ou auséncia da expressdao do gene alvo [47]. Muitos
MRNAs contém multiplos locais de ligacdo para os miRNAs, e cada miRNA pode
regular multiplos genes. Alteracdes na regulacao do processamento dos miRNAs
podem levar ao desenvolvimento de varias doencas, como o cancro (Figura 6)
[48].
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Figura 6. Biogénese de miRNAs e mecanismo de regulacdo do mRNA.

Depois da descoberta do papel como supressores tumorais dos miR-15a e
miR-16-1 na leucemia linfocitica crénica (CLL) em 2002, uma vasta gama de
miRNAs com funcdo supressora e oncogénica tém sido identificados para muitas
neoplasias humanas [49].
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Os miRNAs possuem um importante papel na mediacao de vias de
sinalizacdo relacionadas com o cancro, incluindo proliferacdo, apoptose,
angiogénese e a via que leva a ocorréncia de transicdo epitelial-mesenquimal
(EMT) [50].

Durante a carcinogénese, e dependendo do modelo tumoral, os miRNAs
podem atuar como oncogenes, chamados assim oncomiRs, caso regulem
negativamente a expressdao de genes supressores tumorais, ou entdo como
miRNAs supressores tumorais, denominados anti-oncomiRs, se desregulam a
expressao de genes que contribuem para o desenvolvimento tumoral. No
entanto, existem mMiRNAs que dependendo do modelo tumoral podem ser
considerados como oncomiRs ou anti-oncomiRs [51]. Por exemplo, o miR-29a
encontra-se sobre-expresso em cancro da mama, promovendo a EMT e
consequentemente a formacdo de metastases, possuindo assim o papel de
oncomiR [51]. Por outro lado, em tumores cerebrais este miRNA esta definido
como anti-oncomiR [51].

Varios estudos tém demonstrado que durante o desenvolvimento de CaP
ocorrem desregulacdes na expressao de miRNAs. Por exemplo, a expressdo do
mir-125b, modulada pela ativacdo da via do AR, encontra-se aumentada em
células de CaP resistentes a androgénios [52]. Este aumento de expressao do
miR-125b pode facilitar o desenvolvimento de hormono-resisténcia (HR), devido
a sua capacidade de inibir moléculas de controlo do ciclo celular, como a proteina
p53 [52].

Os miRNAs miR-21, miR-221 e miR-222 parecem também estar
associados com o desenvolvimento de CaPHR. A sobre-expressdo do miR-21 tem
a habilidade de induzir o crescimento celular independentemente da presenca de
androgénios [53]. Em células de CaPHR observou-se uma sobre-expressdo dos
miRs-221/222 em relacdo a células de CaP sensiveis a androgénios [54,55].
Walter e colaboradores observaram um diferente padrdo de expressao de miRNAs
quando compararam o tecido tumoral com o epitélio normal adjacente, em CaP,
sugerindo que é também possivel a detecdo de diferentes perfis de expressao de
miRNAs entre tecidos tumorais e normais [56].

Os miRNAs possuem importantes vantagens que 0s tornam potenciais
biomarcadores, como uma alta estabilidade nos fluidos corporais, pois sao
libertados pelas células via microvesiculas ou exossomas, e o facto de
possibilitarem um diagndstico ndo invasivo [15,57]. Assim, o padrdo de

expressdao dos mMiRNAs secretados pode ser reflexo de diferentes fases no
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desenvolvimento carcinogénico, permitindo um diagnéstico precoce e a selecdo
de uma terapéutica adequada [39]. Devido a estas caracteristicas, seria
importante a definicdo de um perfil de expressdo que pudesse ser util como fator
preditivo de HR.

1.4.1. Desregulacao da expressao de microRNAs

Processos celulares envolvidos na regulacdo do ciclo celular, adesdo
celular, estabilidade cromossémica, reparacdo do DNA, apoptose, entre outros,
encontram-se frequentemente desregulados na carcinogénese [5,58]. Tem vindo
a ser demonstrado que o perfil de expressdo de miRNAs se encontra alterado no
cancro, podendo influenciar o seu desenvolvimento e/ou conduzir a sua
progressao (Figura 7) [59-62]. Mais ainda, existem estudos que demonstram um
diferente perfil de expressio de miRNAs quando se comparam tecidos normais

vs. tecidos tumorais [63-65].

miR-221, miR-222

miR-221, miR-222

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Avoiding

immune
destruction
.. K

Enabling miR-7-2, miR-127, miR-
145, miR-199b, miR-221,
miR-222, miR-1233

Deregulating

Resisting
cell

miR-7, miR-145, 3

miR-1233

replicative <

death - - immortality
R il
Genome e@, k Tumor-
instability & N promoting
mutation " inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &

metastasis

miR-7-2, miR-127, miR-
199b, miR-200b, miR-221,
miR-222, miR-1233

Figura 7. Exemplos de miRNAs reguladores dos processos celulares.
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No desenvolvimento de CaP sdo varios os miRNAs cuja expressdo se
encontra alterada, como por exemplo os miR-221 e miR-222 frequentemente
sobre-expressos. Contudo, outros como os miR-127, miR-145 e miR-200b
encontram-se sub-expressos, estando a sua perda de funcdo associada ao
desenvolvimento tumoral [54,56,66-72]. Relativamente aos miR-7-2, miR-199b
e miR-1233, ainda ndo existem evidéncias do papel que desempenham na
carcinogénese prostatica. No entanto, devido a funcao que desempenham
noutros modelos tumorais, o seu estudo em CaP pode ser uma ferramenta util
para a compreensdo da ocorréncia de certos eventos moleculares inerentes ao
desenvolvimento de tumores prostaticos [73-77].

Estudos desenvolvidos por Reddy e colaboradores demonstraram que o
miR-7 tem a capacidade de inibir a expressao de AKT (protein kinase B) em linhas
celulares de cancro da mama, por ter como alvo a regido 3’UTR deste gene,
podendo desta forma modular a motilidade, a sobrevivéncia, a evasdo e a
apoptose [78]. Cumulativamente, a transfeccao de linhas celulares de cancro da
mama MDA-231 com este miRNA provocou uma diminuicdo nos niveis de EGFR e
PAK1 (P21 Protein-Activated Kinase 1) [78]. Em cancro do pulmao, existe
evidéncia de que o miR-7 inibe significativamente o crescimento celular e
diretamente a expressdao do EGFR [79]. Rai e colaboradores mostraram também
que este miRNA inibe a fosforilacdo do AKT, o que resulta na supressao da via
EGFR-PI3K-AKT e consequentemente numa menor proliferacdo celular [79].
Contrariamente, um estudo de Chou e colegas evidencia que o miR-7, por
ativacao pela via mediada pelo recetor EGFR, promove a tumorigénese em linhas
celulares de cancro do pulmao, parecendo nao haver consenso sobre o papel
deste miRNA em cancro do pulmao [75]. Segundo Reddy e colaboradores, a
expressdo endégena do miR-7 é positivamente regulada pelo Hoxdl0
(Homeodomain transcription factor D 10), com funcdo supressora tumoral, sendo
que a perda desta expressdo tem a capacidade de aumentar a habilidade de
invasdo do tumor [78]. Contudo, recentemente Yu e colaboradores
demonstraram, pela primeira vez, em linhas celulares de carcinoma de células
renais (CCR) que contrariamente ao que se encontra descrito o miR-7 pode
comportar-se como um oncomiR, potenciando a migracdo celular e a invasao
celular, e diminuindo a apoptose [74]. Atualmente ainda ndo existem estudos
sobre o papel deste miRNA no desenvolvimento de tumores prostaticos. Contudo,

dada a relacdo deste miRNA com a via do EGFR e atendendo ao papel deste
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recetor na progressao deste tipo de neoplasia, o miR-7 podera também ter um
papel chave no desenvolvimento de CaP e no mecanismo de resisténcia a TBA.

Outro dos miRNAs cuja expressao se encontra alterada no
desenvolvimento de tumores prostaticos é o miR-127 [80]. A analise comparativa
da expressdao do miR-127 em tecidos normais vs. tecidos tumorais de préstata,
bexiga e célon revelou a sua perda de expressdao durante a carcinogénese nestes
modelos tumorais [81]. Resultados similares foram observados por Tryndyak e
colaboradores, que verificaram uma sub-regulacdo deste miRNA no figado de
rato durante a hepatocarcinogénese [82]. Admite-se que o miR-127 tenha como
alvo a proteina Bcl-6 (B-cell lymphoma 6 protein), um proto-oncogene, tendo ja
sido observada uma relacdo inversa entre os niveis de expressao deste miRNA e
de Bcl-6 [81-83]. Por outro lado, o miR-127 parece influenciar também o
controlo do ciclo celular uma vez que poderd modular a expressdo da proteina
Setd8 (SET domain-containing protein 8), essencial para a replicacao do DNA [83].
A auséncia de expressao deste miRNA pode facilitar o processo neoplasico,
promovendo a progressao do ciclo celular.

Em CaP sao varios os estudos que demonstram uma sub-regulacao do
miR-145 [51,66,71,84-87]. Ambs e colaboradores verificaram uma reducao na
expressao do miR-145 (20%) quando comparados tecidos normais vs. tecidos
tumorais [85]. Também em linhas celulares de CaP se verifica uma diminuicdo da
sua expressao [87]. Em células de CaPHR, a transfecdo com o precursor do miR-
145 provocou uma reducdo da viabilidade celular, o que levou os investigadores a
colocar a hipdotese do seu papel na apoptose e na proliferacdo celular [87].
Também Fuse e colaboradores demonstraram que a inducdo de expressao do
miR-145 causou uma supressdo da proliferacdao celular, migracdo e invasao, por
inibir o gene FSCNI1 (Fascin homolog 1). A sobre-expressdo da proteina
codificada por este gene pode contribuir para a proliferacdao celular, aumento da
capacidade de invasdo e inibicido da apoptose, essenciais para a metastizacdo
tumoral [71]. Zaman e colaboradores definiram o TNFSF10 (Tumor Necrosis
Factor Superfamily 10), um gene pro-apoptdtico, como estando sobre-expresso
na presenca do miR-145 [87]. Devido a capacidade de supressdao que este miRNA
parece possuir, a sua perda em CaP pode provocar um aumento da proliferacao
celular e perda de apoptose, contribuindo assim para a possivel progressdo deste
tipo de neoplasia.

Em CaP nao existem estudos que definam o papel do miR-199b. No

entanto, em meduloblastoma, carcinoma endometrial e coriocarcionoma
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verificou-se uma sub-expressao deste miRNA, sugerindo o seu papel como anti-
oncomiR [77,88,89]. Chao e colaboradores verificaram que a inducdo da
expressao do miR-199b tem a capacidade de diminuir a expressao de uma vasta
gama de genes como: SET (Protein phosphatase 2A inhibitor, um oncogene),
CDH1 (Cadherin 1, gene que codifica a E-caderina), EGFR, FOLR1 (Folate Receptor
1), SKP2 (S-phase kinase-associated protein 2) e CDC42 (Cell division control
protein 42 homolog). A diminuicao da expressao do miR-199b encontra-se
associada a um aumento dos niveis de mRNA de mTOR (mammalian target of
rapamycin), promovendo o crescimento, proliferacdo, motilidade e sobrevivéncia
celulares [77,90]. Uma possivel sub-expressio do miR-199b em CaP pode
contribuir para a aquisicdo de fenétipos de CaP mais agressivos.

A transicao EMT, processo fundamental no desenvolvimento embrionario e
no desenvolvimento metastatico, encontra-se também regulada por varios
miRNAs destacando-se a familia dos miR-200, nomeadamente o miR-200b
[72,91-93]. Admite-se que o miR-200b possa reprimir a expressdo de moléculas
como o ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1) e ZEB2 (Zinc finger E-box-
binding homeobox 2), os quais tém um importante papel na EMT [92,94].
Cumulativamente, as moléculas ZEB1 e ZEB2 podem diretamente ligar ao
promotor do miR-200b, levando a repressao da sua expressdo, podendo ocorrer
assim uma interacdo dinamica durante o processo de EMT [47,72,91]. Trabalhos
desenvolvidos por Kong e colaboradores mostraram que a expressdao de ZEB1,
ZEB2 e Snail2 se encontrava aumentada em células PC3 transfetadas com o fator
de crescimento PDGF-D (Platelet-derived growth factor D), verificando também
uma perda da E-caderina e um ganho de vimentina e N-caderina (essenciais para
o fendtipo mesenquimal) [72]. Paralelamente observou-se que o knock-down de
ZEB1 aumenta significativamente os niveis de E-caderina, assim como a
reintroducdo dos niveis de expressdao do miR-200b em linhas celulares tem a
capacidade de aumentar a expressdo de genes marcadores de fendtipo epitelial
induzindo a diferenciacdo mesenquimal-epitelial [47]. Este miRNA apresenta
também a capacidade de se ligar a outras proteinas como WAVE3 (Wiskott-Aldrich
3), importante na polimerizacao da actina e remodelacdao do citoesqueleto da
célula [91].

Admite-se que outros dos miRNAs que podem modular o processo de
progressdo e metastizacdo de tumores prostaticos sejam os miR-221 e miR-222,
podendo a sua expressao ser induzida pela ativacdo da via de sinalizacao celular
EGFR-RAS-RAF-MEK [2,95,96]. Estudos elaborados por Galardi e colaboradores
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demonstraram que a proteina p27“, um inibidor do ciclo celular, € um dos alvos
destes dois miRNAs e que a sua ligacao ao respetivo mRNA causa supressao da
sua expressdo, resultando na progressao do ciclo celular e consequentemente
crescimento tumoral [84,95]. Os miR-221 e miR-222 encontram-se associados
ao desenvolvimento de fenétipos tumorais resistentes ao tratamento hormonal,
sendo a expressdao do miR-221 mais elevada em células de CaP com fendtipo
mais agressivo do que em células de CaP com crescimento mais lento e menos
invasivas [69]. Zheng e colaboradores observaram um aumento do potencial do
crescimento tumoral nas células menos invasivas com a introducao exégena do
miR-221 [69]. O miR-221 encontra-se também envolvido na diferenciacdo
neuroenddcrina (NE), uma caracteristica comum na carcinogénese prostatica e
que esta associada como marcador de pior progndstico [69]. Este miRNA é capaz
de induzir diferenciacdo NE em células privadas de androgénios, podendo levar a
HR [69]. Os miR-221 e miR-222 estdo também envolvidos no processo de EMT.
Os seus niveis de expressdo estdo correlacionados com a repressdao de TRPS1
(Trichorhinophalangeal Syndrome Type | Protein), um fator de transcricao [97].
Esta repressdo provoca um aumento dos niveis de ZEB2 resultando na inducao de
EMT, essencial para o desenvolvimento de metastases [38]. Devido ao seu papel,
0os mMiR-221 e miR-222 estao assim sugeridos como potenciais alvos para o
desenvolvimento de eficientes terapias no tratamento oncolégico [98].

Alteracoes na p53 sdo caracteristicas do desenvolvimento tumoral. A
expressdo desta pode ser modulada pelo miR-1233, recentemente definido como
oncomiR em CCR [73,99]. Trabalhos desenvolvidos por Wulfken e colaboradores
mostraram que os niveis deste miRNA em individuos com CCR sdo superiores em
relacdo a individuos saudaveis, cerca de dez vezes em amostras de soro e duas
vezes em tecidos de RCC [73]. Em CaP nao existem estudos sobre o seu papel. No
entanto, sendo este miRNA um inibidor da p53, é possivel que um aumento da
sua expressao esteja associada a CaPHR, por promocao do ciclo celular.

Deste modo, a desregulacdo dos niveis de expressiao destes miRNAs e
consequentemente das vias de sinalizacdo moduladas por estes, podem regular o
desenvolvimento de tumores prostaticos, podendo também condicionar o
desenvolvimento de fendtipos tumorais mais agressivos, nomeadamente
resistente a TBA. O estudo de perfis de expressdao de miRNAs no desenvolvimento
de CaP podera revelar-se uma estratégia util na definicio de novos
biomarcadores associados ao desenvolvimento de HR.
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1.5. Polimorfismos genéticos funcionais no GEMIN4

O desenvolvimento neoplasico é condicionado pela interacdo entre o meio
ambiente em que o individuo se encontra e a variabilidade genética individual.

Os polimorfismos sdo definidos como variagcbes na sequéncia de DNA
existentes nos individuos normais de uma populacdo, estando a variante menos
frequente presente em pelo menos 1% dessa populacdo, sendo os mais comuns
0s SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) [100]. Os SNPs sao a principal fonte de
variabilidade individual, pelo que cada individuo é portador de um vasto grupo de
polimorfismos, o que lhe confere um patriménio genético Unico. Estudos
genéticos com SNPs relacionados com cancro sdo cada vez mais comuns, sendo
dois dos seus objetivos a associacdo destas variacdbes com a suscetibilidade para
o desenvolvimento neoplasico, assim como o seu efeito na resposta a diferentes
farmacos na area da oncologia [40-42,100,101].

Estudos recentes defendem que variacdes de nucledtidos dentro da
sequéncia de ligacao nos genes dos miRNAs podem modular o processamento
desses miRNAs e levar a uma expressao reduzida destes [101-103].

Sdo ja varios os polimorfismos descritos nos genes da maquinaria do
processamento de miRNAs, que influenciam o risco para o desenvolvimento
neoplasico, e com impacto na progressao tumoral [42,46,101].

Um dos polimorfismos descritos na maquinaria de processamento dos
MiRNAs é o GEMIN4 T/C (rs7813), localizado numa regido codificante do GEMIN4
[46,104]. O GEMIN4 é uma molécula com funcdo na formacao do spliciossoma,
no splicing do mRNA, no splicing do miRNA e faz parte do complexo de
processamento RISC, essencial para a ligacdo do miRNA maduro ao mRNA alvo,
possuindo assim um importante papel no processamento dos miRNAs [46,105]. A
transicdo T/C conduz a uma substituicio do aminoacido cisteina pelo aminoacido
arginina [104]. No CaP, Liu e colegas observaram que o alelo T confere um risco
aumentado para o desenvolvimento da neoplasia [106].

Alteracoes na sequéncia de nucledtidos da proteina GEMIN4 parecem
influenciar o processo de carcinogénese podendo resultar na expressao
diferencial de miRNAs especificos, e cumulativamente contribuir para a

modulacdao do microambiente tumoral.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Definicao de biomarcadores moleculares associados a resposta a TBA e a

sobrevivéncia global em individuos com CaP.

2.2. Objetivos especificos

e Definir um perfil de expressdao de miRNAs associado ao desenvolvimento de
resisténcia a terapia de bloqueio androgénico em linhas celulares de cancro

da prostata;

e Avaliar o perfil de expressdao de miRNAs associado ao desenvolvimento de
resisténcia a terapia de bloqueio androgénico, definido no estudo in vitro, em

doentes com CaP submetidos a este tratamento;

e Avaliar a influéncia dos niveis de expressao de miRNAs na resposta a terapia

de bloqueio androgénico e na sobrevivéncia global nos individuos com CaP;

e Avaliar a influéncia do patrimdnio genético no intervalo livre de doenca e na
sobrevivéncia global: analise do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813).
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3. Material e Métodos

3.1. Analise do perfil de expressao de miRNAs em linhas celulares de
cancro da prostata

Para o presente trabalho foram selecionadas duas linhas celulares de CaP, as
células LnCaP caracterizadas como hormono-dependentes e as células PC3
caracterizadas como hormono-resistentes (Figuras 8 e 9, respetivamente). A linha
LnCaP foi cedida pelo Laboratério de Patologia Geral, Universidade de Coimbra. A
linha PC3 é proveniente do biobanco European Collection of Cell Cultures
(ECACQ), e deriva de uma metastase 6ssea de um adenocarcinoma de grau IV, de

um individuo com 62 anos [107].

Figura 9. Linha celular PC3.

Ambas as linhas celulares aderentes foram mantidas em meio RPMI 1640
(1X) (Gibco®), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco®) e 1% de uma
mistura de antibidticos (penicilina-estreptomicina). As células foram mantidas em

atmosfera humida, numa incubadora a 37°C suplementada com 5% de CO..
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Atingindo um estado de confluéncia de 80-90%, as células cultivadas em frascos
T75 foram usadas para isolamento de miRNAs. Em primeiro lugar aspirou-se o
meio de cultura do frasco e adicionou-se 5 mL de tampdo PBS (Phosphate
buffered saline) para lavagem das células. Apos esta lavagem, o PBS foi aspirado
e foram adicionados 3 mL de tripsina, garantindo que esta cobria toda a camada
de células. Posteriormente, o frasco com a tripsina foi colocado na incubadora a
37°C e 5% de CO2, durante aproximadamente 3 minutos, de modo a garantir o
eficiente descolamento das células aderentes. Seguidamente adicionou-se 6 mL
de meio de cultura para inativacdo da tripsina e todo o material celular foi
transferido para um tubo falcon e centrifugado a 1500 rpm durante 3 minutos.
Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi rejeitado e o pellet de células
ressuspendido em 5 mL de meio de cultura, do qual se retirou uma aliquota para
um eppendorf. A partir da aliquota retiraram-se 15 L da suspensao de células e
adicionaram-se 15 L do corante Trypan Blue. Apés homogeneizacdo, retiraram-
se 15 yL dividindo-se este volume pelos dois lados de uma camara de contagem
de Neubauer. A contagem de células realizou-se visualizando a camara de
contagem de Neubauer ao microscopio invertido e foram contadas o numero de
células presentes em dois campos equidistantes da camara, usando-se o valor
médio para calcular o nimero de células presente na suspensdo. A quantidade de
células em interesse foi retirada para posterior isolamento de miRNAs.

Os miRNAs foram extraidos a partir de um pellet de aproximadamente 2
milhdes de células, por um método de extracdo por colunas com recurso ao kit
comercial de extracdo Grisp” GRS microRNA kit. Apds isolamento dos miRNAs a
sua concentracdo e pureza foi determinada por medicdo da absorvancia a 260 e
280 nm wusando o espectofotdbmetro NanoDrop 1000A. Posteriormente,
procedeu-se a sua conversao em cDNA com recurso ao kit - Tagman’MicroRNA
reverse Transcription kit da Applied Biosystems.

A quantificacdo relativa de miRNAs foi realizada por PCR em tempo real
com recurso ao aparelho StepOne Real-Time PCR System e a TagMan°MicroRNA
Assays da Applied Biosystems (Figura 10). Em todas as rea¢des de quantificacao
foram realizados controlos negativos, realizando-se também analises das

amostras em duplicado.
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Figura 10. Curva de amplificacdo da expressao relativa dos microRNAs.

3.2. Analise do perfil de expressao de miRNAs em amostras bioldgicas
de doentes com cancro da prdstata

3.2.1. Populacao

Participaram no estudo 309 homens caucasianos, com uma média de idade
de 68,5 +£7,9 anos, com diagndstico histopatolégico de CaP do Instituto
Portugués de Oncologia do Porto. O tempo médio do follow-up foi 51 meses. Do
grupo de casos em estudo, 64 (20,7%) apresentavam doenca localizada e 132
(42,7%) doenca localmente-avancada (extensdo extraprostatica, podendo atingir
as vesiculas seminais ou estender-se a outros O6rgdos e/ou estruturas
periprostaticos). Foram considerados com doenca metastatica os individuos que
apresentavam metastases a distancia no momento do diagndstico (N=113,
36,6%). Todos os doentes foram submetidos a tratamento hormonal: 64,2% dos
casos realizaram terapia de bloqueio total, com a administracao combinada de
antiandrogénios e agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante
(aLHRH); 5,4% dos casos realizaram alLHRH e 30,4% dos casos somente
antiandrogénios. O estado de hormono-resisténcia (HR) 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?, com diferenca de pelo

menos 0.2 ng.ml.
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Atendendo ao diferente perfil de expressio de miRNAs observado nas
linhas, verificamos que os miR-7-2, miR-221, miR-222 e miR-1233 se
encontravam com expressdo aumentada na linha PC3 relativamente a linha
LnCaP. Deste modo fomos avaliar a expressdo em circulacao destes miRNAs num
subconjunto de 45 amostras de sangue periférico de homens com diagnoéstico
histopatolégico de CaP, seguidos na consulta de Urologia do IPO-Porto, de
acordo com os seguintes critérios de inclusdo: etnia Caucasiana, idade superior a
50 anos, sem historia familiar de cancro e submetidos a TBA. Todos os individuos
selecionados, de acordo com os procedimentos ético-legais assinaram o
consentimento informado para participacdio no estudo, de acordo com a
declaracdo de Helsinquia. A todos os participantes do estudo foi colhida uma
amostra de sangue periférico (8ml) através de uma técnica padronizada de
colheita intravenosa, para tubos contendo uma solucao de EDTA.

Apos colheita das amostras procedeu-se ao seu processamento, obtendo
um pellet de leucdcitos, posteriormente armazenado em substancia de
conservacao Tripure-Roche® a -80°C. A extracdo de miRNAs das amostras
incluidas no estudo, a sua conversdio em cDNA e quantificacdo relativa foi
realizada de acordo com os procedimentos previamente mencionados para as
linhas celulares, sendo feito um ajuste da quantidade de miRNA para conversao
em cDNA de 12 ng/mL. Como as amostras ja se encontravam lisadas, a Unica

diferenca de procedimento foi a ndo utilizacao inicial de um tampao de lise.

3.3. Analise do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813)

3.3.1. Extracao do DNA genémico

O DNA gendmico foi isolado a partir de sangue periférico recorrendo a um
kit de extracdao comercial da Qiagen®, Qiamp® DNA Blood Mini Kit. O DNA foi
extraido através de um sistema de colunas de centrifugacdo, de acordo com as
especificacoes do fornecedor. A variante genética GEMIN4 T/C foi analisada por
discriminacdo alélica, usando Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time
PCR) (ABI7300), efetuada por tecnologia TaqgMan (Applied Biosystems), com
recurso ao assay C__2988802_40 em que as sondas marcadas com fluorocromos
eram especificas para cada alelo: VIC- alelo T
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(CCCTCAGCAATGGACTTTAAGAAGCTCTGCTCGTGTGCCCTCTGGAGCAAG) e FAM-
alelo C (CCCTCAGCAATGGACTTTAAGAAGCCCTGCTCGTGTGCCCTCTGGAGCAAQ).

A reacdo de amplificacdo perfez um volume de 6plL/caso, contendo 2,5 pL
de 2x TagMan Universal Master Mix, 0,125uL de 40x Single Nucleotide
Polymorphism Genotyping Assay, 2,375 pL de agua bidestilada estéril (Braun®), e
1pL de DNA. As condicdes da amplificacdo basearam-se na ativacao da Tag 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 extensdo.

A amplificacdo foi detetada e analisada com recurso ao aparelho Real-Time
7300 ABI e através do software 7300 System Sequence Detection (versao 1.2.3
Applied Biosystems).

Como controlo de qualidade da genotipagem, o seu procedimento foi
repetido em 10% das amostras e foram usados controlos negativos para

confirmar a auséncia de contaminacao.

3.4. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do software
estatistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences, versao 17.0).

Os diferentes niveis de expressio de miRNA nas duas linhas celulares
foram avaliados por quantificacdo relativa, e as diferencas médias de expressao
foram determinadas pelo método 22 (Livak Method).

Considerando o intervalo de tempo entre o inicio da TBA e a aquisicdo de
HR, definimos dois tempos até HR: HR precoce (< 20 meses) e HR tardia (> 60
meses).

Atendendo a distribuicio normal dos valores de expressdao dos diferentes
miRNAs, foi utilizado o teste t de student para comparacdo dos valores médios
entre os diferentes grupos de estudo.

De modo a avaliar a influéncia dos diferentes niveis de miR-7-2 e miR-221
no tempo até desenvolvimento de HR e na sobrevivéncia global destes doentes
foram definidos dois perfis de expressdo, nomeadamente alta expressao e baixa
expressdo. A analise do desenvolvimento de HR e da sobrevivéncia global foi
realizada recorrendo ao método de Kaplan-Meier, efectuando-se as respectivas

curvas Hazard e Survival.
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4. Resultados

4.1. Estudo do perfil de expressao de microRNAs em linhas Celulares
e em doentes com cancro da prostata

Na figura 11 encontra-se representado o grafico respeitante a expressao
relativa normalizada dos miRNAs selecionados para o presente estudo nas linhas

celulares de cancro da préstata, LnCaP e PC3.
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Figura 11. Estudo comparativo da expressdo relativa normalizada dos miRNAs selecionados nas
duas linhas celulares LnCaP (hormono-dependente) e PC3 (hormono-resistente).

De acordo com os resultados obtidos, observamos diferentes niveis de
expressao relativamente aos miR-7-2, miR-221 e miR-222 quando comparamos
as linhas celulares LnCaP e PC3, sendo estas diferencas estatisticamente
significativas. Verificamos uma expressao aumentada destes quatro miRNAs nas
células PC3 em relacdo as células LnCaP (miR-7-2: 2= 11,3, P=0,012; miR-
221: 2*«= 11,3, P=0,002; miR-222: 2*<= 8,6, P=0,002) (Figura 12).
Relativamente ao miR-1233, observamos uma tendéncia para niveis aumentados
deste miRNA nas células PC3 (miR-1233: 2%= 3,7, T test P=0,057).
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Figura 12. Expressdo relativa normalizada dos miR-7-2, miR-221, miR-222 e miR-1233 nas linhas

celulares LnCaP e PC3.

Relativamente a expressdao dos miR-145, miR-199b e miR-200b nao

encontramos diferencas estatisticamente significativas quando comparamos os

niveis de expressdao destes miRNAs na linha celular PC3 com a linha celular LnCaP

(T test P=0,176, P=0,753 e P=0,242, respetivamente) (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo relativa normalizada dos miR-145, miR-199b e miR-200b nas linhas

celulares LnCaP e PC3.

Os quatro miRNAs que apresentaram uma expressao aumentada, na linha

celular PC3 relativamente a linha celular LnCaP foram usados como alvo de

investigacdo em amostras bioldgicas de doentes com CaP submetidos a TBA.

Cumulativamente, observamos que os niveis de expressdo em circulagao

dos miR-7-2 e miR-221 se encontravam aumentados nos individuos que

apresentavam HR precoce (T test P=0,034 e P=0,036, respetivamente) (Figura

14A, 14B). Para os miR-222 e miR-1233 nao observamos esta diferenca (T test

P=0,474 e P=0,434, respetivamente) (Figuras 14C e 14D, respetivamente).
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Figura 14. Expressdo relativa normalizada em circulacdo dos miR-7-2, miR-221, miR-222 e miR-

1233 em individuos com diagndstico de CaP, atendendo ao tempo até a aquisicdo de HR.

Considerando os resultados obtidos definimos dois perfis de expressdo:

perfil de alta expressao e perfil de baixa expressao, para os miR-7-2 e miR-221.
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4.2. Influéncia da expressao do microRNA-7-2 e do microRNA-221
na resposta a terapia de bloqueio androgénico

Na figura 15 encontra-se representada a influéncia dos diferentes niveis de
expressao do miR-7-2 e do miR-221 no desenvolvimento de HR. Observamos
que individuos com tumores de Grau de Gleason =8 e com alta expressdo do
miR-7-2 apresentam um menor tempo até a aquisicio de HR em comparacao
com individuos com baixa expressdo do miR-7-2 (11 vs. 51 meses, Log Rank test

=0,004) (Figura 15A). Nos individuos com tumores de Grau de Gleason <8, a
alta ou baixa expressdo de miR-7-2 ndo parece ter qualquer influéncia na
aquisicao de HR (Log Rank test P=0,292) (Figura 15B).

Relativamente ao miR-221, o tempo até desenvolvimento de HR é menor
em individuos com tumores de Grau de Gleason =8 e com elevada expressdo do
miR-221, contrariamente aos individuos com baixa expressdao deste miRNA (10
vs. 46 meses, Log Rank test P=0,012) (Figura 15C). Em individuos cujos tumores
sdao classificados com Grau de Gleason <8, o nivel de expressdao do miR-221

parece nao influenciar a resposta a TBA (Log Rank test P=0,415) (Figura 15D).
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Figura 15. Influéncia dos niveis de expressdao dos miR-7-2 e miR-221 no tempo até aquisicdo de
HR: estratificacdo segundo o Grau de Gleason.

A mesma analise foi efetuada tendo em consideracdo o biomarcador PSA.
Observamos que individuos com valores de PSA =20 ng/ml e cumulativamente
com niveis de expressdo elevados de miR-7-2 apresentam menor tempo até
desenvolvimento de HR do que os individuos com niveis de expressao inferiores
deste miRNA (24 vs. 68 meses, Log Rank test P=0,022) (Figura 16A). Quando o
valor de PSA é <20 ng/ml, ndo observamos diferencas no tempo até HR
comparando os individuos com elevada expressdo do miR-7-2 com os individuos
com baixos niveis de expressdao do miRNA (Log Rank test P=0,275) (Figura 16B).

Relativamente ao miR-221, ndo observamos diferencas no tempo até HR
em individuos com elevada expressdo vs. baixa expressdo deste miRNA (Log
Rank test P=0,370 para PSA =20 ng/ml e P=0,104 para PSA <20 ng/ml) (Figuras
16C e 16D, respetivamente).
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4.3. Influéncia da expressao do microRNA-7-2 e do microRNA-221
na sobrevivéncia global de doentes com cancro da prostata

Na figura 17 encontram-se representadas as curvas de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier, estratificadas segundo o Grau de Gleason do tumor. Observamos
que individuos com tumores de Grau de Gleason > 8 e que apresentam
simultaneamente niveis de expressao elevados do miR-7-2 apresentam uma
sobrevivéncia reduzida relativamente aos individuos com baixa expressao deste
mMiRNA (28 vs. 116 meses, Log Rank test P=0,001) (Figura 17A). Contudo, esta
diferenca nos individuos com tumores melhor diferenciados, ou seja, com Grau
de Gleason <8, ndo foi observada (Log Rank test P=0,929) (Figura 17B).

Relativamente ao miR-221 verificamos que embora elevados niveis deste
mMiRNA diminuam a sobrevivéncia de 98 para 65 meses, esta diferenca nao é
estatisticamente significativa (Log Rank test P=0,307) (Figura 17C). Nao
observamos também qualquer diferenca estatisticamente significativa nos
individuos com tumores de Grau de Gleason <8 (Log Rank test P=0,799) (Figura
17D).
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Figura 17. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, estratificadas pelo Grau de Gleason, e teste

Log Rank ap6s TBA em doentes com CaP: influéncia da expressdao dos miR-7-2 e miR-221.

Verificamos também que individuos com valores de PSA> 20 ng/ml e que
apresentam elevados niveis de expressio do miR-7-2 apresentam uma
sobrevivéncia reduzida relativamente aos individuos com baixa expressdao do
miR-7-2 (43 vs. 125 meses, Log Rank test P=0,004), ndo se observando esta
diferenca em individuos com valores de PSA< 20 ng/ml (Log Rank test P=0,397)
(Figuras 18A e 18B, respetivamente).

Relativamente ao miR-221 nao observamos diferencas na sobrevivéncia
global dos individuos com elevada expressao vs. baixa deste miRNA, para valores
de PSA>= 20 ng/ml e <20 ng/ml (Log Rank test P=0,664 e P=0,431,
respetivamente) (Figuras 18C e 18D, respetivamente).
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4.4. Influéncia do polimorfismo GEMIN4 T/C na resposta a terapia de
bloqueio androgénico

Nos individuos com tumores de Grau de Gleason =8, o intervalo livre de
doenca é significativamente menor nos portadores TT/TC em comparacdo com os
homozigoticos CC (51 vs. 84 meses, Log Rank test P=0,035) (Figura 19A).
Relativamente aos individuos com Grau de Gleason <8 ndo se verifica qualquer
associacdo estatisticamente significativa entre os genétipos do polimorfismo e a
média de progressdo da doenca (Log Rank test P=0,702) (Figura 19B).

Considerando o biomarcador PSA, observamos que o gendtipo ndo tem
influéncia no tempo até a aquisicdo de HR, independentemente do valor deste
(Log Rank test P=0,259 para PSA =20 ng/ml e P=0,438 para PSA <20 ng/ml)
(Figuras 19C e 19D, respetivamente).
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Figura 19. Influéncia do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813) no tempo até aquisicdo de HR:
estratificacdo segundo o Grau de Gleason e o valor de PSA.
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4.5. Influéncia do polimorfismo GEMIN4 T/C na sobrevivéncia global
de doentes com cancro da préstata

Na figura 20 estdo representadas as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-
Meier para o polimorfismo GEMIN4 T/C. Observamos que o genétipo nao tem
influéncia na sobrevivéncia dos individuos para qualquer valor de Grau de
Gleason do tumor (Log Rank test P=0,531 para Grau de Gleason =8 e P=0,859
para Grau de Gleason <8) (Figuras 20A e 20B, respetivamente). Para o PSA,
verificamos que para qualquer valor deste biomarcador, o gendétipo nao influencia
a sobrevivéncia dos individuos (Log Rank test, P= 0,614 para PSA =20 ng/ml e
P= 0,871 para PSA <20 ng/ml) (Figuras 20C e 20D, respetivamente).
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Figura 20. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meijer e teste Log Rank para o polimorfismo GEMIN4
T/C: estratificacdo segundo o Grau de Gleason e o valor de PSA.
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5. Discussao

Apesar dos avancos da Biologia Molecular nos ultimos anos terem
permitido esclarecer muitas das questdes na area da Oncologia, esta ainda
continua a ser um alvo permanente de estudo, dada a elevada complexidade e
heterogeneidade que caracterizam o cancro. A identificacdo de genes e das suas
alteracdes, associadas ao desenvolvimento de neoplasias malignas, permitiu uma
melhor compreensdo do processo de carcinogénese, tornando-se uma
ferramenta de auxilio na area de diagnodstico e terapéutica.

O CaP, apesar da vasta area de investigacdo de que é alvo, ainda
permanece uma doenc¢a enigmatica com diversas questdes por esclarecer. Um
dos maiores problemas centra-se na resisténcia a TBA desenvolvida por
individuos com CaP. A aquisicdao deste fendtipo de resisténcia, denominado
CaPHR, é uma forma ainda complexa e letal de CaP, caracterizada por um elevado
potencial de progressao e de metastizacao, existindo atualmente opcdes
terapéuticas bastante limitadas e ineficazes, traduzindo-se esta realidade em
elevadas taxas de mortalidade e morbilidade [25,27]. Apesar de todos os avancos
da investigacao oncologica, os mecanismos moleculares associados a aquisicao
deste fendtipo tumoral maligno ainda permanecem por esclarecer. A definicdo de
biomarcadores moleculares preditivos do desenvolvimento de HR, poderdo
revelar-se uma estratégia promissora no desenho de novos alvos de tratamento e
no desenvolvimento de novas estratégias mais eficazes no prolongamento da
sobrevivéncia destes doentes.

Os miRNAs tém sido definidos como uma nova classe de genes
reguladores com envolvimento na homeostasia celular, controlo da proliferacao
celular, da apoptose e da diferenciacdo celular [15,37,57,108,109]. Devido a sua
capacidade de atuarem como promotores da evolucdo neoplasica, promovendo a
expressdo de genes favoraveis ao seu desenvolvimento, ou como inibidores dessa
evolucdo, bloqueando a expressdao dos mesmos genes, os MiRNAs tém-se
tornado alvos de estudo na area da oncologia [67,110-114].

Alguns estudos demonstraram que no CaP ocorre uma desregulacdo da
expressdao dos miRNAs, como é exemplo o miR-125b, com funcdo supressora
tumoral, cuja transcricdo é modulada pela via dos androgénios [115]. Os miR-
221 e miR-222, com transcricdo regulada pela via EGF/EGFR, bastante importante
na proliferacao celular, tém uma expressdo aumentada em linhas celulares de
CaPHR comparativamente a linhas hormono-dependentes [54].

Nao s6 em estudos in vitro € possivel encontrar diferencas nos niveis de

expressdao de miRNAs, podendo também essas diferencas ser observadas em
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amostras bioldgicas em circulacdo. Estudos realizados em amostras de soro de
individuos com CaP vs. individuos saudaveis, demonstraram uma expressao
aumentada do miR-21 nos primeiros [116]. Também o miR-141 e o miR-200b
tém uma expressao diferencial dependendo da agressividade da doenca,
encontrando-se aumentados em amostras de soro de individuos com CaP de alto
grau [117].

A ocorréncia de polimorfismos genéticos em elementos da via de
biogénese dos miRNAs parece modular os seus niveis de expressdao [81-83]. O
polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813) parece influenciar o processo de
carcinogénese, estando o alelo T associado a aumento do risco de
desenvolvimento de CaP [106].

A definicdo de perfis de expressdao de miRNAs associados a HR podera
auxiliar ndo s6 a previsdo deste fenotipo de resisténcia, como também abrir
caminho para o desenvolvimento de potenciais novas terapias dirigidas a miRNAs

desregulados.
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5.1. Estudo do perfil de expressao de microRNAs em linhas celulares
e em doentes com cancro da prostata

Na avaliacdo dos niveis de expressao dos miRNAs em linhas celulares,
observamos uma maior expressao dos miR-7-2, miR-221, miR-222 e miR-1233
na linha celular PC3 comparativamente a linha celular LnCaP (P=0,012, P=0,002,
P=0,002 e P=0,057, respetivamente). Relativamente aos miR-145, miR-199b e
miR-200b ndo observamos diferenca nos seus niveis de expressao entre as duas
linhas celulares usadas para estudo.

O aumento dos niveis de miR-7-2, miR-221, miR-222 e miR-1233 podem
induzir a estimulacdo da proliferacio e sobrevivéncia celular por ativacdo
simultanea da via mediada pelo EGFR e por inducdo da progressdao do ciclo
celular via inibicdo da p53.

Cumulativamente, estes miRNAs foram analisados em amostras bioldgicas
em circulacdao de individuos com CaP e submetidos a TBA. Quando avaliamos os
niveis de expressdao em circulacdo destes miRNAs, verificamos que os niveis dos
miR-7-2 e miR-221 se encontravam aumentados nos individuos que
desenvolvem HR precocemente (< 20 meses) relativamente aos individuos que
desenvolvem mais tardiamente HR (> 60 meses) (P=0,034 e P=0,036,
respetivamente). Para os miR-222 e miR-1233 nao observamos diferencas
estatisticamente significativas na sua expressao relativa entre os dois grupos de
individuos (P=0,474 e P=0,434, respetivamente).

Rai e colaboradores mostraram que o miR-7-2 inibe a fosforilacdo de AKT,
0 que resulta na supressao da via EGFR-PI3K-AKT e consequentemente numa
menor proliferacdo celular em linhas celulares de cancro do pulmao [79].
Contrariamente, Chou e colegas demonstraram que este miRNA se comporta
como oncomiR em linhas celulares de cancro do pulmao, sugerindo que o papel
deste miRNA em cancro do pulmdo ainda nao esta definido [75]. A expressdo
ectopica de miR-7 nessas mesmas linhas mostrou ter a capacidade de promover
o crescimento celular e a formacao de tumores [75]. Similarmente ao observado
por Yu e colaboradores em CCR, também no presente trabalho verificamos um
aumento de expressio do miR-7-2 numa linha celular de fenétipo mais
agressivo. Yu e colaboradores observaram in vitro que o miR-7 tem a capacidade
de estimular a proliferacao e migracao celulares [74]. Tal como ja foi referido,

elevados niveis de expressao do miR-7 podem promover a proliferacao celular de
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células de CCR, podendo este aumento de proliferacdo nas células de CaP
traduzir-se na aquisicdo precoce de HR [74].

Simultaneamente, observamos niveis aumentados dos miR-221 e miR-222
na linha PC3 comparativamente a linha LnCaP, o que é concordante com o
trabalho de Sun e colaboradores que observaram um aumento da expressdo dos
miR-221 e miR-222 em linhas celulares de CaP caracterizadas como HR
comparativamente a linhas celulares hormono-dependentes [54]. Os elevados
niveis de expressao destes miRNAs podem resultar de um aumento da ativacao
da via de sinalizacao EGFR-RAS-RAF-MEK, responsavel pela modulacao da sua
expressao [18,118]. A ativacdao desta via em CaP encontra-se associada ao
desenvolvimento de tumores mais agressivos, ocorrendo um aumento da
expressao do recetor EGFR durante a progressao para HR [18,96].

Recentemente, o miR-1233 surge na literatura como um miRNA
oncogénico por apresentar a capacidade de inibir a traducdo da proteina p53,
favorecendo a progressdao do ciclo celular e consequentemente a proliferacao
celular [73]. Deste modo, admitimos que um aumento deste miRNA nas células
de fendtipo agressivo possa contribuir para a sua proliferacio e
consequentemente para fendtipos de HR.

Nos nossos individuos, os niveis aumentados dos miR-7-2 e miR-221
poderao resultar de uma maior atividade da via EGF/EGFR implicada no controlo

da proliferacdo de tumores HR.
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5.2. Influéncia dos niveis de expressao do microRNA-7-2 na
resposta a terapia de bloqueio androgénico e na sobrevivéncia
global de doentes com cancro da prostata

Atualmente, ndo existe nenhum estudo que clarifique o papel do miR-7-2
na carcinogénese prostatica. No nosso estudo observamos que individuos com
tumores de Grau de Gleason >8 e alta expressao do miR-7-2, adquirem HR mais
precocemente quando comparados com individuos com tumores de igual Grau de
Gleason e baixos niveis de expressdao deste miRNA (11 vs. 51 meses, P=0,004).
Nos individuos com tumores de Grau de Gleason <8 0s niveis de expressdao do
miR-7 parecem nao ter influéncia no tempo até a aquisicao de HR (P=0,292). Para
o biomarcador PSA, observamos também que individuos com elevado valor deste,
associado a alta expressdao de miR-7-2, desenvolvem HR mais cedo do que
individuos com o mesmo valor de PSA mas baixos niveis do miRNA (24 vs. 68
meses, P=0,022).

Relativamente a sobrevivéncia global, verificamos que individuos com alta
expressao de miR-7-2 e com tumores de Grau de Gleason =8 possuem uma
menor sobrevivéncia, em média de 28 meses, em comparacdo com individuos
cuja expressdo do miRNA é mais baixa (28 vs. 116 meses, P=0,001). Podemos
igualmente observar uma menor sobrevivéncia dos individuos quando
cumulativamente existe elevada expressao do miR-7-2 e valores de PSA elevados
(=20 ng/ml) reduzindo de 125 para 43 meses a sobrevivéncia destes (P=0,004).

Tendo em conta os resultados obtidos, observamos que a alta expressao
do miR-7-2 cumulativamente com elevado Grau de Gleason ou alto valor de PSA,
estdo associados a um desenvolvimento precoce de HR e a uma menor
sobrevivéncia na nossa populacdo em estudo. Este aumento dos niveis de miR-7-
2 pode ser reflexo da hiperativacdo da via mediada pelo EGFR e implicada no
desenvolvimento de HR [75].

O miR-7-2 pode também estar envolvido na via de sinalizacdo mediada
pelos androgénios. Sabe-se que os miRNAs para além de inibirem a traducdo do
MRNA podem também promover a transcricdo genética [119]. Deste modo, o
miR-7-2 podera estimular a transcricio do gene do AR, ocorrendo uma
amplificacdo no numero de copias do gene do recetor (uma das possiveis
explicagbes para aquisicdo de HR).

A avaliacdo dos niveis de expressdo do miR-7-2 em doentes com CaP
pode assim tornar-se uma ferramenta atil como biomarcador de progndstico

permitindo a monitorizacdo de individuos submetidos a TBA.

53 | Biomarcadores Moleculares no Cancro da Prostata Hormono-Resistente



5. Discussao

5.3. Influéncia dos niveis de expressao do microRNA-221 na
resposta a terapia de bloqueio androgénico e na sobrevivéncia
global de doentes com cancro da prostata

O miR-221 ¢é considerado um miRNA oncogénico e encontra-se ja
associado com o desenvolvimento e metastizacdo em CaP [84]. A sua expressao
pode ser induzida pela ativacao da via RAS-RAF-MEK, apés transativacdo do
recetor EGFR [38,95,96]. Esta descrito na literatura que este miRNA se encontra
associado ao desenvolvimento de CaPHR, sendo a sua expressao mais elevada em
células de CaP com fendtipo agressivo, em comparacdo com células de CaP de
crescimento mais lento e menos invasivas, o que se encontra de acordo com os
resultados obtidos [54,69].

Atendendo aos resultados, observamos que individuos com tumores de
Grau de Gleason =8 e alta expressdao do miR-221 desenvolvem HR em média ao
fim de 10 meses enquanto que os individuos com baixos niveis de expressao do
miR-221 que desenvolvem HR ao fim de 46 meses (P=0,012). Para tumores de
Grau de Gleason inferiores a 8 ndao se observam diferencas estatisticamente
significativas atendendo aos diferentes niveis de expressio do miR-221
(P=0,415).

De acordo com os resultados obtidos, os niveis de expressao do miR-221
parecem apenas estar relacionados e influenciar o desenvolvimento de HR, em
tumores de Grau de Gleason elevado. O miR-221 parece possuir a habilidade de
modular a progressdao do ciclo celular por apresentar a capacidade de inibir
proteinas inibidoras do ciclo celular, como a p27“'e a p57, favorecendo a sua
progressdo e portanto, podendo levar a fendtipos de HR [120]. Este miRNA
encontra-se também envolvido na promocdo da metastizacdo, por possuir a
capacidade de inibir o gene supressor tumoral TIMP3 (metallopeptidase inhibitor
3), inibidor das MMPs (metalloproteinase), por sua vez indutoras da EMT, e,
consequentemente, podendo favorecer a aquisicio de fendtipos tumorais mais
agressivos e resistentes a TBA [121]. Recentemente, Sun e colaboradores
demonstraram que o miR-221 promove o desenvolvimento de HR em células de
CaP, provocando a downregulation de HECTD2 e de RAB1A [122]. Estes
investigadores colocaram a hipdtese de que o miR-221, ao diminuir a expressao
de HECTD2 e RAB1A provoca uma reprogramacao da via do AR e ativacdo de
novas ciclinas, o que leva ao desenvolvimento de HR [122]. O HECTD2 tem funcao
de degradacdo, podendo assim controlar pos-transcricionalmente a estabilidade
ou a abundancia de fatores especificos associados a maquinaria do AR e de
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outros fatores que estimulam a proliferacao celular. Se o miR-221 faz com que a
expressdo de HECTD2 diminua, possivelmente esta estabilidade e abundancia
poderdao aumentar.

O RAB1A é um membro da superfamilia das GTPases Ras, alternando entre
o estado inativo (ligado a GDP) e ativo (ligado a GTP), e tem a funcdo de controlar
o trafego de vesiculas do reticulo endoplasmatico para o Complexo de Golgi. Sun
e colegas verificaram que uma sub-expressdao de RAB1A, provocada por um
aumento do miR-221, aumenta o crescimento de células independentes de
androgénios. Contudo, os mecanismos moleculares envolvidos permanecem por
determinar [122].

Dada a heterogeneidade de expressao dos miRNAs, torna-se importante a
definicdo de um perfil de expressao nos doentes com CaP, associado a aquisicdo
de HR, para a qual permanecem muitas questdes por responder, e a

sobrevivéncia global dos individuos.
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5.4. Influéncia do polimorfismo GEMIN4T/C na resposta a terapia de
bloqueio androgénico e na sobrevivéncia global de doentes com
cancro da prostata

Varios estudos tém revelado a importancia e o impacto funcional que os
SNPs nos genes envolvidos na biogénese dos miRNAs podem apresentar no
desenvolvimento tumoral [102,123-125]. Estudos desenvolvidos por Sung e
colaboradores identificaram 3 SNPs, em regides codificantes de genes da
maquinaria dos miRNAs, AGO2 e DICER], associados com risco de
desenvolvimento de cancro da mama [101]. Também Liang e colegas definiram
13 SNPs associados com aumento do risco para desenvolvimento de cancro do
ovario [124].

O produto codificado pelo GEMIN4 possui um papel fundamental na
maturacao e splicing do pré-miRNA e na ligagdo do miRNA maduro ao mRNA
alvo, fazendo parte do complexo RISC [105,126,127]. Assim, anomalias na
proteina GEMIN4 podem resultar na expressdo diferencial de miRNAs especificos
com influéncia na carcinogénese.

Weng e colaboradores demonstraram recentemente que a variante C do
polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813) diminui o risco de tumores malignos da
bainha dos nervos periféricos do pulmao [105]. No CaP, Liu e colegas observaram
que o alelo T do polimorfismo confere um aumento do risco em cerca de trés
vezes no desenvolvimento da neoplasia, ndo existindo até ao momento nenhum
estudo que associe a ocorréncia deste polimorfismo com o desenvolvimento de
HR em doentes com CaP [106].

No nosso estudo, observamos que individuos com tumores de Grau de
Gleason =8 e portadores de gendtipo TT/TC adquirem HR mais cedo
relativamente aos individuos com gendtipo CC (51 vs. 84 meses, P=0,035).

Uma das interpretacdes provaveis para este resultado podera envolver o
facto de o alelo T do polimorfismo GEMIN4 T/C ter implicacbes funcionais na
proteina GEMIN4 resultando num estado mais funcional, podendo levar a um
aumento da producao de miRNAs com funcdo oncogénica, o que
consequentemente podera resultar em tumores mais agressivos, de Grau de
Gleason mais elevado. Deste modo, e pela observacdao dos nossos resultados,
individuos com genétipo TT/TC adquirem HR num menor intervalo de tempo.

Assim, a determinacdo do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813) dos
individuos com CaP pode auxiliar no estabelecimento de um perfil genético de

eficiéncia da TBA.
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A descoberta dos miRNAs como uma nova classe de moléculas reguladoras
torna-os cada vez mais um alvo de estudo nas mais diversas areas, rapidamente
passando para a area clinica como importantes e promissoras ferramentas
terapéuticas.

Os miRNAs tém vindo a ser associados ao desenvolvimento de neoplasias,
tendo ja sido definidos como uteis biomarcadores de diagndstico e prognéstico,
com impacto na sobrevivéncia global e na resposta a tratamentos.

O miR-7-2 parece atuar como um oncomiR na carcinogénese prostatica,
estando, nos individuos envolvidos no estudo, altos niveis de expressdo em
circulacdo deste miRNA associados a aquisicdo de fenotipo de HR precoce e a
uma menor sobrevivéncia global, para individuos portadores de tumores de Grau
de Gleason elevados. Também nestes tumores a elevada expressao em circulacao
do miR-221 parece influenciar o desenvolvimento de HR nos doentes com CaP,
diminuindo o intervalo de tempo até a sua aquisicdo. Deste modo, os niveis
aumentados destes miRNAs em individuos com tumores de Grau de Gleason =8
poderdao ser definidos como possiveis biomarcadores preditivos de
desenvolvimento de HR. Além disso, o miR-7-2 podera também ser definido
como um possivel biomarcador de sobrevivéncia global dos individuos com
tumores de Grau de Gleason elevado.

Variagdes genéticas, como polimorfismos, presentes nos genes da via de
biogénese dos miRNAs parecem influenciar o processo de carcinogénese por
resultar na expressdo diferencial de miRNAs especificos. A proteina GEMIN4,
essencial para que o processo de regulacdo pelos miRNAs ocorra, parece ser
portadora de alguns desses polimorfismos.

O alelo T do polimorfismo GEMIN4 T/C (rs7813) surge na literatura
associado a um aumento do risco para o desenvolvimento de cancro da préstata.
De acordo com os resultados observados, individuos com gendétipo TT/TC e que
cumulativamente possuem tumores de Grau de Gleason =8, adquirem HR num
menor intervalo de tempo comparativamente a individuos com genodtipo CC e
com tumores de mesmo Grau de Gleason. Assim, o genétipo dos individuos para
o polimorfismo GEMIN4 T/C podera ser definido como um possivel biomarcador
preditivo de desenvolvimento de HR em tumores de Grau de Gleason elevado.

A definicdo de um perfil genético preditivo de resposta a TBA em doentes
com CaPHR, podera tornar-se um fator de prognéstico permitindo a orientacao

terapéutica nestes doentes.
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Trabalhos futuros passardao por replicar os dois estudos numa nova
amostragem com numero superior de casos e em diferentes populacdes, para
uma possivel correlacdo entre os niveis de expressdao em circulacao dos miR-7-2
e miR-221 e o genodtipo dos individuos para o polimorfismo GEMIN4 T/C
(rs7813). Mais ainda, poderdo ser realizados estudos funcionais para avaliar o

impacto do polimorfismo na proteina GEMIN4.
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Conference: Pharmacogenomics: From cell to clinic, Lisboa (Setembro de 2013).

Influence of GEMIN4 rs 7813 (T>C) functional polymorphism in time to
castration-resistance in prostate cancer patients submitted to androgen

deprivation therapy
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Background:

Prostate cancer (PC) is an important public health problem, being the malignant
neoplasia with the highest incidence rate in men in developed countries.
Androgen deprivation therapy (ADT) is commonly used as the primary therapy for
patients diagnosed in advanced stages. However, statistical data has shown that
use of ADT only slightly improves the overall survival (OS) and disease usually
progresses to castration resistant prostate cancer (CRPC). The CRPC is associated
with tumor progression, metastatic disease development, acquisition of an
aggressive PC phenotype and actually with no effective therapies. Recently,
microRNAs (miRNAs) have been defined as a new class of regulatory genes that
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modulate the gene expression by binding to its target messenger RNA (mRNA).
Many cellular and physiological processes in health and disease were associated
with changes in miRNAs expression. Increasing evidence suggests that miRNAs
are involved in cancer development and progression, due to changes in
regulation of miRNAs processing. The Gem-associated protein 4 (GEMIN4)
belongs to a complex of four molecules - RISC complex- involved in binding of
mMiRNAs to mRNAs. Recently, a T>C transition in GEMIN4 gene was described, in
which, the C variant was associated in vitro with cellular growth inhibition. Our
purpose was to investigate the potential influence of the GEMIN4 rs7813 (T>C)

functional polymorphism in acquisition of CR phenotype in response to ADT.
Material and Methods:

A follow-up study (100 months) was undertaken to evaluate response to ADT, in
295 patients, with histopathologically confirmed PC. Genotyping of GEMIN4
rs7813 (T>C) genetic polymorphism was performed by Real-Time PCR allelic

discrimination method.
Results:

Concerning the time to CR after the beginning of ADT, we observed a significantly
reduced time-to-CR in GEMIN4 rs7813 TT/TC carriers compared with CC
genotype carriers (55.6 versus 70.3 months) (Breslow test, P=0.043).
Furthermore, multivariate Cox regression model using tumor stage, Gleason> 8§,
and PSA levels at diagnosis as co-variants, demonstrated a higher risk of an
earlier relapse in GEMIN4 rs7813 TT/TC genotypes patients carriers than CC
carriers following ADT (hazard ratio- HR= 1.87, 95%Cl: 1.08-3.20, P= 0.024).

Conclusions:

Our results suggest that GEMIN4 rs7813 TT/TC genotype may contribute to an
early CR phenotype acquisition in patients submitted to ADT. Thereby, GEMIN4
rs7813 T>C genotypes may help to the establishment of a genetic profile to ADT
efficacy in CRPC and support the impact of deregulation of miRNAs processing in

PC progression.
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Anexo Il

Artigo intitulado The role of TGFBL signalling pathway in miRNAs regulation,

submetido para publicacao.
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