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Resumo 

 
O cancro de próstata (CaP) é o segundo cancro mais incidente e a quinta 

causa de morte por cancro no mundo. O tratamento para o CaP é baseado na 

estratificação dos doentes de acordo com o risco de recorrência bioquímica. Após 

recorrência, ou em doentes definidos como de alto risco, é usual a realização da 

terapia de bloqueio androgénico (TBA).   

Durante o tratamento com TBA, é frequente que num reduzido espaço de 

tempo os doentes apresentarem progressão da doença desenvolvendo assim cancro 

de próstata resistente à castração (CPRC). O CPRC está associado a pior 

prognóstico, bem como a uma maior mortalidade e morbilidade, existindo limitadas 

estratégias terapêuticas. Atualmente, admite-se que durante o bloqueio do recetor de 

androgénios (AR), uma das abordagens realizadas no âmbito da TBA, possam ser 

também ser sobre-expressas outras vias de sinalização, de modo a compensar a 

pressão seletiva induzida no microambiente tumoral. Uma dessas vias de sinalização 

é a via EGF/EGFR que leva à ativação de diferentes cascatas de sinalização celular, 

como a PI3K/AKT/mTOR e a MAPK/ERK, modulando vários processos celulares, 

estando a sua sobre-expressão associada a pior prognóstico.  

 Atualmente, admite-se que a expressão do EGFR pode ser modulada genética 

e epigeneticamente. Deste modo, a ocorrência de polimorfismos genéticos funcionais 

do gene EGFR poderá condicionar a progressão tumoral e a aquisição de resistência à 

TBA por potenciarem a sobre-expressão deste recetor. Por outro lado, alterações no 

perfil de expressão de microRNAs (miRNAs) em consequência da TBA poderão 

modular processos de regulação influenciando a expressão deste recetor. Assim, o 

estudo destas alterações durante o desenvolvimento de CPRC mostra particular 

interesse, elucidando a influência destas na aquisição de fenótipos de resistência bem 

como a sua influência na ativação de cascatas de sinalização proliferativas. Assim, o 

presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da interação de vias de sinalização 

proliferativas no desenvolvimento de CPRC, de modo a definir potenciais novos alvos 

terapêuticos. 

Considerando o potencial papel da via EGF/EGFR na aquisição de resistência 

à TBA analisou-se o efeito funcional do polimorfismo EGFR-216G>T, uma vez que 

previamente verificou-se que esta variação influencia o tempo até desenvolvimento de 

CRPC. Foi também avaliada a dinâmica das vias de sinalização ativadas pelo AR e 

EGFR em diferentes linhas celulares: LNCaP, PC-3, DU-145, e nas DU-145+bic, 

LNCaP+bic, resistentes à bicalutamida (estabelecidas durante o desenvolvimento do 

estudo), avaliando-se o perfil de transcrição (mRNAs e miRNAs) e a capacidade 
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metabólica. Adicionalmente, foram realizados estudos in vivo de modo a se 

compreender o benefício da dupla inibição do AR e do EGFR.  

No presente estudo observou-se que o polimorfismo genético EGFR-216G>T 

apresenta um efeito funcional, sendo que indivíduos homozigóticos EGFR-216TT 

apresentam maiores níveis de expressão de mRNA de EGFR, assim como dos níveis 

de mRNAs de FOS e C-myc. Para além disso, verificou-se que a exposição aguda à 

bicalutamida na linha celular LNCaP aumentou os níveis de mRNA de EGFR, bem 

como os níveis de proteína de EGFR e pEGFR. Similarmente, a adição contínua de 

bicalutamida na linha LNCaP (LNCaP+bic) diminuiu os níveis de mRNA PSA e 

aumentou a capacidade metabólica destas células. Na linha celular DU-145+bic., 

observou-se também um aumento da capacidade metabólica sendo este 

acompanhado por um aumento da expressão de mRNA do EGFR, bem como dos 

mRNAs de genes induzíveis, FOS e C-myc. Adicionalmente, verificou-se que a adição 

de bicalutamida resultou num aumento dos níveis de mRNA de mTOR e HIF-2α assim 

como num aumento dos níveis do miRNA-21. Relativamente aos estudos in vivo, 

observou-se que a dupla inibição com bicalutamida e erlotinib é capaz de reduzir para 

metade o volume tumoral. 

Em conclusão, a inibição contínua da via de sinalização do AR leva à sobre-

expressão de outras vias proliferativas, como a via EGF/EGFR. Adicionalmente, 

observamos que doentes homozigóticos EGFR-216GT/TT apresentam maiores níveis 

EGFR, o que lhes poderá potenciar uma progressão tumoral acelerada. Deste modo, 

este subgrupo de doentes apresentará um maior benefício quando submetidos a uma 

terapêutica dirigida anti-EGFR. Contudo, o bloqueio do AR influencia também a 

ativação de targets adicionais, o que revela a complexidade do mecanismo molecular 

envolvido na aquisição de resistência. Cumulativamente, a modificação do perfil de 

miRNAs observada em consequência da dinâmica estabelecida entre o AR e EGFR 

poderá revelar potenciais novos biomarcadores úteis na monitorização dos doentes. 
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Abstract 

 
Prostate cancer (PC) is the second most incident and the fifth leading cause of 

cancer death in the world. Treatment for PC is based on patient stratification according 

to the risk of developing biochemical recurrence. After recurrence or in high-risk 

patients, androgen deprivation therapy (ADT) is a common therapeutic strategy. 

During treatment with ADT, patients usually show disease progression in a 

short period of time, developing castration-resistant prostate cancer (CRPC). CRPC is 

associated with a worse prognosis, as well as with a higher mortality and morbidity and 

there are limited therapeutic approaches for this stage of disease. Nowadays, it is 

accepted that during androgen receptor (AR) blockage, which is one of the approaches 

carried out by ADT, other signaling pathways may be overexpressed in order to 

compensate the selective pressure induced on the tumoral microenvironment. One of 

these pathways is the EGF/EGFR signaling pathway, which leads to the activation of 

different cell signaling cascades, such as PI3K/AKT/mTOR and MAPK/ERK, 

modulating several cellular processes, having their overexpression been associated 

with a worse prognosis. 

Currently, it is known that EGFR expression can be genetically or epigenetically 

modulated. Hence, the occurrence of functional genetic polymorphisms of the EGFR 

gene may condition tumor progression and the acquisition of resistance to ADT by 

potentiating the overexpression of this receptor. On the other hand, changes in the 

expression profile of microRNAs (miRNAs) as a result of ADT may modulate regulatory 

processes influencing the expression of this receptor. Thus, the study of these changes 

during the development of CRPC is of particular interest since it can elucidate their 

influence on the acquisition of resistance phenotypes as well as their influence on the 

activation of proliferative signaling cascades. Therefore, the present study aimed to 

assess the effect of the interaction of proliferative signaling pathways on the 

development of CPRC, in order to define potential new therapeutic targets. 

 Considering the potential role of the EGF/EGFR pathway in the acquisition of 

resistance to ADT, the functional effect of the EGFR-216G>T polymorphism was 

evaluated, since it was previously verified that this variation influences the time until 

development of CRPC. The dynamics of the signaling pathways activated by AR and 

EGFR were also evaluated in different cell lines: LNCaP, PC-3, DU-145, and in DU-

145+bic., LNCaP+bic, which were resistant to bicalutamide (established during the 

development of the study). In these, the transcription profile (mRNAs and miRNAs) and 

metabolic capacity were evaluated. In addition, in vivo studies were performed in order 

to understand the benefit of the double inhibition of AR and EGFR. 
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In the present study, it was observed that the EGFR-216G>T genetic 

polymorphism shows a functional effect, since EGFR-216TT homozygous individuals 

display higher levels of EGFR’s mRNA expression, as well as FOS and C-myc. 

Furthermore, the acute exposure to bicalutamide in the LNCaP cell line lead to an 

increase of EGFR’s mRNA levels, as well as EGFR and pEGFR protein levels. 

Similarly, the continuous addition of bicalutamide in the LNCaP line (LNCaP+bic.) 

decreased the PSA’s mRNA and increased the metabolic capacity of cells. In the DU-

145+bic. cell line, an increase in metabolic capacity was also observed, along with an 

increase in the expression of EGFR’s mRNA, as well as the mRNAs of inducible genes 

FOS and C-myc. In addition, it was observed that the addition of bicalutamide resulted 

in an increase in mTOR and HIF-2α mRNA’s levels as well as an increase in miRNA-

21’s levels. Regarding the in vivo studies, it was observed that the double inhibition 

with both bicalutamide and erlotinib was able to decrease the tumor volume to half. 

In conclusion, the continuous inhibition of the AR signaling pathway leads to the 

overexpression of other proliferative pathways, such as the EGF/EGFR pathway. In 

addition, we observed that homozygous EGFR-216GT/TT patients present higher 

EGFR levels, which may promote their accelerated tumor progression. Thus, this 

subgroup of patients may have a greater benefit when undergoing anti-EGFR targeted 

therapy. However, the blockage of the AR also influences the activation of additional 

targets, revealing the complexity of the molecular mechanisms involved in the 

acquisition of resistance. Cumulatively, the modification of the miRNAs profile observed 

as a result of the dynamics established between AR and EGFR may reveal potential 

new biomarkers which can be useful in patients’ monitorization. 
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1. Introdução  

1.1. Cancro: Conceitos Gerais 

 
O cancro é um importante problema de saúde pública sendo uma das 

principais causas de morte a nível mundial (1). De acordo com a International Agency 

for Research on Cancer (IARC), a incidência de cancro irá aumentar, sendo estimada 

a ocorrência de 29,5 milhões de casos de cancro em 2040, comparativamente aos 

18,1 milhões de casos registados em 2018 (2). Em Portugal, estima-se a ocorrência de 

58 199 novos casos de cancro em 2018, contabilizando-se 28 960 de mortes no 

mesmo ano (3, 4). Segundo os dados do Registo Oncológico Regional do Norte 

publicados em 2010, o cancro mais incidente no homem é o da próstata seguido pelo 

do pulmão e colorretal. Já no género feminino, o cancro mais incidente é o cancro de 

mama seguido pelo colorretal e o da tiróide (5).  Vários fatores são apontados como 

responsáveis por este aumento acentuado da incidência de cancro a nível global, 

destacando-se o aumento da população e da esperança média de vida, assim como 

vários comportamentos e estilos de vida, como o tabagismo, hábitos de vida 

sedentários e uma dieta pouco saudável (6, 7). 

O cancro é uma doença heterogénea que se caracteriza pelo crescimento 

anormal de células alteradas (7). Sendo uma doença genética, o desenvolvimento do 

cancro é originado por uma acumulação de alterações genéticas e epigenéticas que 

ocorrem nas células (8). A maioria destas alterações carecem de relevância funcional, 

contudo a sua acumulação é considerada fator determinante para o desenvolvimento 

de cancro (8). As alterações genéticas que contribuem funcionalmente para o 

surgimento e progressão do cancro denominam-se alterações oncogénicas. Estas 

estão intimamente envolvidas no crescimento celular, promovendo a divisão celular 

descontrolada e induzindo perda de senescência, uma vez que alteram passos 

fundamentais no ciclo celular, permitindo uma ativação constante de vias de 

sinalização que contribuem para a proliferação celular (9). 

A dinâmica de interações entre fatores genéticos e o ambiente envolvente 

desencadeia um processo multifatorial e multifásico que originará a formação de uma 

neoplasia - carcinogénese. Este processo pode ser dividido em três principais fases : a 

iniciação, a promoção e a progressão (10). A fase de iniciação caracteriza-se pelo 

surgimento de alterações no DNA (deoxyribonucleic acid: DNA) causadas por agentes 

químicos, físicos ou biológicos (vírus e/ ou bactérias), ou durante o processo normal 

de divisão celular (10, 11). A fase de promoção consiste na expansão das células que 

passaram pela fase de iniciação, sendo um processo que promove o crescimento e 

favorece a expansão de células com maior vantagens adaptativas (10, 12). Deste 
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modo, a evolução tumoral inicia-se quando uma única célula presente num tecido 

normal se transforma e prolifera, originando uma massa tumoral (13). A proliferação 

dos subclones que apresentam maiores vantagens adaptativas origina uma colónia 

heterogénea de células com fenótipos variáveis que podem adquirir um potencial mais 

agressivo conforme a ocorrência de alterações genéticas e epigenéticas adicionais 

(11). A neoplasia não é composta exclusivamente pelos clones com maior vantagem 

adaptativa, mas também por numerosos tipos celulares normais, tais como 

macrófagos e células endoteliais, que constituem o microambiente tumoral (14). 

Durante o processo de carcinogénese,  o microambiente tumoral também é alterado e 

moldado pelo tumor promovendo, o estabelecimento de um microambiente favorável 

ao desenvolvimento e à progressão neoplásica (15). 

Existem duas principais classes de genes implicados no desenvolvimento de 

cancro: os proto-oncogenes e os genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes, 

em condições normais, promovem a divisão celular (16). Em condições de neoplasia, 

os proto-oncogenes sofrem alterações somáticas, podendo ser mutações, 

amplificações ou translocações, dando origem a oncogenes que promovem uma 

excessiva proliferação celular (17). Os oncogenes codificam fatores de transcrição, 

proteínas envolvidas na sobrevivência e crescimento celular bem como proteínas 

envolvidas na apoptose. Alterações nesses genes são consideradas dominantes, pois 

a alteração de apenas um alelo pode levar à transformação celular (11). Por sua vez, 

os genes supressores tumorais codificam proteínas que regulam negativamente a 

proliferação celular (11). Os genes supressores tumorais desempenham um papel 

fundamental em células normais uma vez que estes genes controlam a entrada das 

células no ciclo celular, promovendo, por exemplo, a correção de erros na fase de 

replicação do DNA (18, 19).  Assim, alterações nesta classe de genes, como o gene 

PTEN (phosphatase tensin homolog), normalmente implicam perda da função que em 

condições normais iria prevenir a proliferação celular descontrolada, a promoção da 

reparação do DNA e a ativação de checkpoints do ciclo celular (16). Em genes 

supressores tumorais, é necessário que ambos os alelos sofram alterações para se 

verificarem alterações da expressão do gene (17). 

Durante o processo de carcinogénese, as células tumorais adquirem diversas 

características que irão alterar a fisiologia celular e por sua vez determinar um fenótipo 

de malignidade, dando-lhes vantagens sobre as células normais (11, 20, 21). Hanahan 

e Weinberg sugeriram que, recorrendo a várias estratégias, as células neoplásicas 

adquirem um conjunto de capacidades funcionais durante o desenvolvimento da 

neoplasia. Essas características, conhecidas como Hallmarks of Cancer, 

compreendem a capacidade das células neoplásicas terem autossuficiência de fatores 
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de crescimento, potencial replicativo ilimitado, evasão à apoptose, capacidade de 

evitar a ação de supressores de crescimento, indução de angiogénese e capacidade 

de invasão local e formação de metástases (20). Recentemente, Hanahan e Weinberg 

propuseram novos Hallmarks tendo em conta o importante papel do microambiente 

tumoral para a progressão do cancro: a capacidade das células neoplásicas evitarem 

a sua destruição pelo sistema imune, a desregulação do metabolismo celular, a 

promoção da inflamação e a instabilidade genética que irá promover o 

desenvolvimento tumoral (Figura 1) (21). 

 

 

 

Figura 1 – Hallmarks of Cancer (adaptado de Hanahan, D. e Weinberg, R., 2011) (21).  

 
 

Embora nas últimas décadas tenham sido significativos os avanços na 

compreensão da biologia molecular do cancro, esta doença continua a estar associada 

a elevadas taxas de incidência e mortalidade no mundo. Este facto fundamenta a 

necessidade de se aprofundar a investigação na área da oncologia, permitindo não só 

melhorar o conhecimento dos processos moleculares inerentes à carcinogénese, 

como também contribuir para o desenvolvimento de novos esquemas de tratamento.  
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1.2.  Cancro da Próstata 

 
O cancro da próstata (CaP) é o segundo cancro mais incidente a nível mundial 

no homem e a quinta causa de morte relacionada com cancro no mundo, tendo-se 

registado 358 989 mortes em 2018 associadas a este tipo de cancro (Figura 2) (6, 22, 

23). Na Europa, o CaP é o segundo cancro mais incidente e a quarta causa de morte 

no homem (24). De acordo com os dados da RORENO (Registo Oncológico Regional 

do Norte), em Portugal observa-se a mesma tendência, sendo que o CaP é o cancro 

mais incidente no homem (25). 

 

Figura 2 – Incidência do cancro da próstata no mundo (Globocan 2018, IARC) (22). 

 

 

As taxas de incidência de CaP são muito variáveis observando-se as mais altas 

taxas no Norte e Oeste da Europa (6). De acordo com a literatura, esta maior 

incidência parece estar associado ao uso generalizado do teste do doseamento do 

antigénio específico da próstata (prostate specific antigen: PSA) como método de 

screening bem como a predominância de uma população mais envelhecida (26, 27).  

O uso generalizado deste biomarcador poderá estar a contribuir para um 

sobrediagnóstico e sobretratamento de casos indolentes, levando a um aumento do 

número de casos tratados (28). Os resultados anormais do exame do toque retal 

associado ao doseamento dos níveis de PSA com valores elevados levam à suspeita 

de CaP. Contudo, o diagnóstico só é estabelecido após confirmação histopatológica 

de amostras de tecido colhidas por biópsia (27, 29, 30). 

A etiologia do CaP ainda não é completamente conhecida. Sabe-se que a 

história familiar da doença e a etnia estão associadas a um aumento do risco de CaP, 
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sugerindo predisposição genética para o desenvolvimento da doença. No entanto, 

apenas 9% dos doentes com CaP apresentam predisposição genética (27, 31). Vários 

são os outros fatores de risco implicados no desenvolvimento de CaP, sendo o 

principal a idade avançada. É importante referir que a obesidade está associada a um 

aumento do risco de CaP com fenótipo mais agressivo e, por outro lado, a atividade 

física está associada a um risco diminuído para desenvolver CaP (7, 32). Bono e 

colaboradores reportaram que o microbioma gastrointestinal alterado e inflamações 

intra-prostáticas são igualmente fatores de risco para o desenvolvimento de neoplasia 

uma vez que o recrutamento de células inflamatórias pode promover danos na dupla 

cadeia do DNA (33). 

A transformação neoplásica da próstata é um processo multifásico iniciando-se 

como neoplasia prostática intraepitelial (prostatic intraepitelial neoplasia: PIN), que é 

caracterizada pela proliferação de células da camada luminal com displasia ao longo 

dos ductos. Esta é seguida da neoplasia da próstata localizada que por sua vez 

poderá progredir para adenocarcinoma prostático avançado com invasão local à 

medida que a camada basal das células é degradada e as células neoplásicas 

invadem a lâmina basal. Este processo pode culminar em desenvolvimento de CaP 

metastático, sendo o osso o local mais comum de ocorrência de metastização (Figura 

3) (34, 35).  

Figura 3 – Carcinogénese da próstata (adaptado de Shen MM e colaboradores, 2010) (36). 

 

Por ser muito heterogéneo e apresentar um comportamento variável, o CaP 

representa um enorme desafio na prática clínica. Assim, os níveis séricos de PSA, a 

estratificação de Gleason bem como a mais atual estratificação da International 

Society of Urological Pathology (ISUP) revelam-se fatores chave para a orientação 

terapêutica (27, 30). 

 A classificação de Gleason é um sistema de classificação usado para 

determinar a agressividade do CaP de acordo com as características histopatológicas 

do tecido. Baseada na aparência celular, esta classificação varia de 1 a 5, sendo 
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Gleason grau 1 a forma que tem uma apresentação bem diferenciada e que apresenta 

um prognóstico mais favorável, e Gleason grau 5 a forma mais indiferenciada e que 

está correlacionada com um pior prognóstico (30, 36). Uma vez que os 

adenocarcinomas da próstata podem apresentar mais do que um padrão de Gleason 

devido à heterogeneidade intratumoral, criou-se a pontuação de Gleason, que consiste 

na soma de dois graus de Gleason e  tem como objetivo a melhor compreensão do 

comportamento biológico do CaP (36).  

Nos últimos anos, a ISUP trouxe mudanças significativas à classificação de 

Gleason permitindo uma estratificação mais precisa de um subconjunto clinicamente 

heterogéneo de doentes incluídos no grupo de risco intermédio. A adoção do atual 

sistema de classificação ISUP, definindo a divisão dos cancros de pontuação de 

Gleason 7 em ISUP grau 2 e ISUP 3, devido ao seu impacto prognóstico distinto 

reforça essa separação do grupo de risco intermédio em um grupo de risco intermédio 

favorável e risco intermédio desfavorável (27, 37, 38). Dados clínicos apoiam esta 

distinção entre diferentes categorias de doentes com risco favorável e desfavorável 

dentro do grupo de risco intermédio uma vez que o CaP de risco intermediário 

apresenta um comportamento heterogéneo, apresentando diferenças no prognóstico 

favorecendo a utilização de diferentes abordagens terapêuticas nos doentes com CaP 

de acordo com o grupo de risco que se encontram  (27, 39-41). 

De acordo com as guidelines europeias da EAU (European Association of 

Urology: EAU), a classificação dos doentes de acordo com o risco que apresentam 

para recorrência bioquímica baseia-se no grau de Gleason e no grau de ISUP, 

baseando-se também nos níveis de PSA e no sistema de estadiamento TNM (42). O 

sistema de estadiamento TNM tem por base no tumor primário (T), o envolvimento de 

nódulos linfáticos (N) e a presença de metástases (M) (42) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Estratificação dos doentes com CaP de acordo com o risco que apresentam para a 

recorrência bioquímica (adaptado de Mottet N. e colaboradores, 2017) (42). 

Localizado Localmente avançado 

Baixo risco Risco intermédio Alto risco Alto risco 

- PSA < 10 ng/mL 
 
- Pontuação de 
Gleason < 7 
 
- ISUP grau 1 
 
- T1-2a 

- PSA 10 – 20 ng/mL 
 
- Pontuação de 
Gleason 7 
 
- ISUP grau 2/3 
 
- T2b 

- PSA > 20 ng/mL 
 
- Pontuação de 
Gleason > 7 
 
- ISUP grau 4/5 
 
- T2c 

- Qualquer PSA 
 
- Qualquer pontuação 
de Gleason 
 
- Qualquer grau ISUP 
 
- T3-4 ou N+ 
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Atualmente existem diferentes abordagens de tratamento para homens com 

CaP (27). Segundo a EAU, muitos homens diagnosticados com CaP podem não 

beneficiar de tratamentos mais invasivos por apresentarem um  CaP com um 

comportamento indolente (27). Desta forma, para evitar tratamentos invasivos, são 

indicadas duas estratégias: vigilância ativa e espera vigilante (27, 30). Para o 

tratamento de CaP localizado, são várias as opções terapêuticas com intuito curativo, 

incluindo cirurgia (prostatectomia radical), radioterapia (externa ou braquiterapia) e 

criocirurgia (43). No entanto, 20 a 30% dos doentes diagnosticados com CaP 

localizado irão desenvolver metástases. Para além disso, existe um grupo de doentes 

que já apresentam metástases no momento do diagnóstico (44, 45). Para os doentes 

com CaP que exibem recorrência bioquímica após o tratamento primário, ou os 

doentes de alto risco, a terapia de bloqueio androgénico (TBA) é a abordagem 

terapêutica mais comum (27).  

A TBA tem por objetivo bloquear a produção ou impedir a ação dos 

androgénios impossibilitando a sua ligação com o recetor de androgénios (androgen 

receptor: AR) tendo em vista o bloqueio da via de sinalização dos androgénios, já que 

o CaP apresenta uma dependência de androgénios para a sua proliferação (46, 47). 

Atualmente, admite-se que o AR desempenha um papel fundamental não só no 

desenvolvimento, mas também na progressão de CaP, podendo ser a reativação da 

via de sinalização dos androgénios considerada como um dos mecanismos de 

progressão do cancro de próstata resistente à castração (CPRC) (48). Assim, a TBA 

compreende agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante (aLHRH), 

antagonistas da LHRH e anti-androgénios. Os aLHRH atuam ao nível da hipófise 

suprimindo a produção da hormona luteinizante (LH) bem como da hormona folículo-

estimulante (FSH) levando ao bloqueio da produção de testosterona (27). Os 

antagonistas da LHRH, menos usados, ligam-se imediatamente aos recetores LHRH 

provocando uma diminuição nos níveis de LH, FSH e testosterona (27). Já os anti-

androgénios competem com o androgénio para a ligação ao AR inibindo desta forma o 

crescimento das células neoplásicas e induzindo a apoptose (27, 47). A bicalutamida é 

um anti-androgénio não-esteroide que é amplamente utilizado na TBA, uma vez que 

demonstrou ter menos efeitos adversos comparativamente a outras classes de 

fármacos usados na TBA particularmente ao nível da proteção óssea (49). O 

tratamento com bicalutamida em CaP localizado demonstrou um benefício significativo 

no tempo até à progressão (50).  

No entanto, e apesar de os doentes submetidos a TBA demonstrarem remissão 

radiológica, clínica e biológica, a maioria deles deixa de responder num curto período 

de tempo, compreendido entre 18 a 36 meses, progredindo para um estado de cancro 



Cancro da Próstata Resistente à Castração: influência da interação de vias de sinalização proliferativas 

28 

de próstata resistente à castração (CPRC), que está associado a limitadas opções 

terapêuticas (45, 51).  

 

 

1.2.1. Cancro da próstata resistente à castração: mecanismos 

moleculares associados 

 
De acordo com a literatura, existem vários mecanismos de resistência 

envolvidos na progressão do CaP e estes variam não só entre doentes, mas, devido à 

heterogeneidade intratumoral e à evolução da doença induzida pela pressão seletiva 

do tratamento, podem observar-se mecanismos diferentes no mesmo doente (38). 

Admite-se que as células neoplásicas desenvolvam várias estratégias de forma a 

escapar à apoptose induzida pela TBA e muitos desses modelos propostos para 

aquisição de um fenótipo de resistência consistem em adaptações funcionais do AR e 

de interação deste com outras vias de sinalização celular (52-56).  

O AR tem um papel preponderante na organogénese masculina, sendo 

necessário para a diferenciação e crescimento e exercendo uma função regulatória 

indispensável no desenvolvimento da próstata e na manutenção da sua normal 

fisiologia (47, 54). Este recetor controla a transcrição de um painel de genes 

implicados no crescimento das células da próstata, podendo a sua sobre-expressão 

promover a proliferação de CaP e a formação de metástases (49). O gene que o 

codifica encontra-se localizado no cromossoma X e este recetor nuclear pertence à 

família de recetores de hormonas esteroides (47, 52). O AR compreende quatro 

domínios funcionais diferentes: o domínio amino-terminal, o domínio de ligação ao 

DNA (DLD), a região hinge e o domínio de ligação ao ligando (DLL), sendo os seus 

ligandos a di-hidrotestosterona (DHT) e a testosterona (52, 57). Na ausência da 

ligação do ligando, quando este não se encontra ativo, o AR encontra-se no 

citoplasma associado a proteínas do citoesqueleto, heat-shock proteins e a 

chaperonas. 

Segundo o modelo canónico da ativação da via de sinalização do AR, assim 

que ocorre a ligação do ligando, o AR sofre alterações conformacionais que causam a 

dissociação dos complexos associados ao AR, dimerização e a sua fosforilação 

permitindo a sua translocação para o núcleo, onde se liga aos elementos responsivos 

ao androgénio e inicia a transcrição (52, 57, 58). Muitas das respostas celulares aos 

androgénios não se enquadram no modelo de ativação canónico e não requerem 

transcrição mediada pelo AR (57). Neste caso de sinalização, denominada non-

genomic signaling, o AR é capaz de se associar a substratos moleculares presentes 
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no citoplasma e na membrana celular de modo a ativar cascatas de cinases 

intracelulares, tal como a cascata de sinalização MAPK/ERK (59). Essas ações levam 

a um aumento da proliferação e da sobrevivência celular por meio de rápida 

transdução do sinal (57, 59, 60). 

Existem diversos mecanismos de aquisição de resistência à TBA e 

consequente progressão do CaP dependentes do AR, nomeadamente a amplificação 

ou mutações do gene, desregulação da expressão dos seus complexos regulatórios, 

variantes de splicing alternativas do gene e ativação por parte de fatores de 

crescimento ou citoquinas (51, 52, 54, 61). 

A amplificação do gene AR é uma das alterações genéticas mais comummente 

observada, ocorrendo em mais de 80% dos casos de CPRC (52). Esta amplificação 

permite que a via do AR seja ativada na presença de baixos níveis de androgénios 

sendo, portanto, uma via de resistência conhecida como via da hipersensibilidade (52, 

53). Não são somente a amplificação do gene e a expressão elevada de mRNA que 

aumentam os níveis da proteína AR, mas o aumento do tempo de semi-vida da 

proteína contribui para os níveis elevados de AR observados em CPRC.  Através da 

amplificação génica e da atividade transcripcional aumentada é assegurada a sobre-

expressão do AR o que induz a sua hipersensibilidade a baixos níveis de androgénio, 

podendo assim as células neoplásicas proliferarem mesmo com baixas concentrações 

de androgénios. (52, 53). 

Por outro lado, apesar de raras numa fase inicial de CaP, as mutações no gene 

do AR são comuns no CPRC e podem levar à ocorrência de uma menor 

especificidade do AR ao ligando - um mecanismo de resistência também chamado por 

via da promiscuidade (52, 53). As ocorrências de mutações resultam num aumento da 

atividade do AR na presença de baixos níveis de androgénios e podem diminuir a 

especificidade do AR ao ligando, o que faz com que a via seja ativada na presença de 

outros esteroides não-androgénicos (52). Mutações no AR têm ainda a capacidade de 

transformar os antagonistas do recetor em potenciais agonistas aumentando a 

atividade da via (53, 54).  

O recrutamento de vários complexos co-regulatórios por parte do AR pode 

aumentar (co-ativadores) ou reprimir (co-repressores) a sua atividade transcripcional 

(55). No CPRC sabe-se que os co-repressores do AR se encontram em níveis 

reduzidos (55). Quando o recetor de androgénios interatua com co-ativadores verifica-

se uma ativação anormal do AR o que irá resultar numa atividade transcripcional 

aumentada (55). Os co-ativadores favorecem a atividade do AR uma vez que 

melhoram a sua capacidade de se ligar ao androgénio, mantendo o AR numa 

conformação com alta estabilidade para o ligando, promovendo a atividade 
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transcripcional e consequentemente o crescimento celular, bem como aumentam a 

sensibilidade do AR para ligandos alternativos na ausência de androgénios (55).  

Variantes de splicing alternativos do gene do AR também demostram 

desempenhar um papel importante não só na aquisição de resistência à TBA como 

também na progressão para CPRC (61). As variantes do recetor de androgénio (AR-V) 

são formas truncadas do AR que perdem o DLL sendo, portanto, formas do AR 

transcripcionalmente ativadas independentemente da presença ou ausência da ligação 

com o ligando ou do efeito de antagonistas (61). AR-V7 é a variante mais frequente e 

abundante em CPRC e está associada a maior malignidade e sobrevivência reduzida 

(53).  

A ativação do AR por fatores de crescimento ou citocinas, na ausência de 

androgénios, também está implicada na aquisição de resistência, uma vez que são 

ativadas vias de sinalização celulares que limitam a apoptose e facilitam o crescimento 

celular (52). São exemplos disso a perda do gene supressor tumoral PTEN que está 

associado ao crescimento celular bem como com a progressão para CPRC e a via de 

sinalização NF-kB que se encontra constitutivamente ativa no CaP e no CPRC (52).  

No entanto, mesmo em linhas celulares em que o estado do AR é pouco 

consensual, esta via ainda demostra ter importância na proliferação celular. Vários 

estudos foram realizados com o propósito de clarificar o papel do AR em CPRC 

utilizando diferentes linhas celulares de CaP com diferentes níveis de dependência de 

androgénios (62, 63). As linhas PC-3 e DU-145 são consideradas linhas com pouca 

dependência de androgénios. No entanto, estudos demostram que estas linhas 

expressam níveis detetáveis de mRNA e de proteína de AR que aumentam após o 

tratamento com DHT (62, 64). Por sua vez, Vicentini e colaboradores, recorrendo a 

várias linhas celulares de CaP, como LNCaP, PC-3 e DU-145, demonstraram que a 

bicalutamida apresentou a capacidade de inibir a proliferação celular quer em células 

que expressam o AR, quer em células que demonstram baixa dependência de 

androgénios (53). Também Koukourakis e colaboradores, recorrendo às linhas 

celulares LNCaP, DU-145 e PC-3, verificaram que tanto um novo anti-androgénio em 

estudo bem como a bicalutamida suprimiram o crescimento celular de todas as linhas 

celulares usadas, o que poderá indicar a existência de vias de proliferação alternativas 

que ignorem a via do recetor de androgénios (54). 

Outro mecanismo proposto para a aquisição de um fenótipo de resistência à 

TBA consiste na produção persistente de androgénios (43, 46). Os níveis intratumorais 

de androgénios presentes no microambiente demonstram ser suficientes para manter 

a via de sinalização pelo AR, sugerindo que existam locais alternativos para a 

produção de androgénios como é o exemplo da glândula suprarrenal. Estes 
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percursores androgénicos, uma vez que são sintetizados pelas glândulas suprarrenais, 

não são afetados pela TBA. A passagem para um estado de resistência à castração 

envolve a sobrerregulação de várias enzimas esteroides o que leva a uma maior 

produção de androgénios intratumorais (43, 46). 

Para além disso, a sobre-expressão de recetores e fatores de crescimento, 

alterações oncogénicas ou a inativação de genes supressores tumorais estão 

implicados no desenvolvimento e aquisição de um fenótipo de resistência, igualmente 

alterações em vias de sinalização intracelulares estão envolvidas no processo de 

desenvolvimento e progressão de CaP (51). No CaP observam-se níveis anormais de 

fatores de crescimento no tecido tumoral, não secretados pelas células neoplásicas, 

mas também por células presentes no microambiente tumoral, de que são exemplo os 

fibroblastos, células estromais e constituintes da matriz extracelular (50).  

Deste modo, outras vias de sinalização poderão ser ativadas, levando à 

progressão de doença para CPRC (54).  

Alterações na via PI3K/Akt/mTOR, incluindo alterações de copy number, 

mutações e expressão alterada de vários componentes desta via, são relatadas em 

42% dos tumores da próstata primários e em 100% dos tumores metastáticos (65). 

Estas alterações levam a um aumento da atividade desta via, que por sua vez está 

implicada na tumorigénese, na resistência às terapias e na progressão para doença 

metastática (66, 67). A perda do gene supressor tumoral PTEN, um regulador negativo 

desta via, é normalmente encontrada em doentes com CaP metastático (43). O mTOR 

é um efetor downstream da via de sinalização PI3K/AKT que pode ser ativado por 

alterações genéticas, como por exemplo a perda de função do PTEN, que permite a 

ativação do PI3K e, que por sua vez regula positivamente a ativação do AKT e 

consequentemente do mTOR (56). Para além disso, também já se encontra descrito 

na literatura que a expressão dos fatores induzíveis de hipóxia (HIF: Hypoxia-inducible 

factors) é dependente da expressão de mTOR (68). Os HIF são compostos por uma 

subunidade α (HIF-1α, HIF-2α e HIF-3α) e por uma subunidade β (HIF-1β) (68). De 

facto, a sobre-expressão destas vias desempenha um papel importante na 

tumorigénese uma vez que estão envolvidas em diferentes processos celulares como 

a angiogénese, proliferação celular, formação de metástases e aquisição de 

resistência às terapias (69).  

Deste modo, a implementação de novos esquemas terapêuticos recorrendo a 

terapias dirigidas ao mTOR, poderão ser uma mais valia para doentes com CPRC. 

Atualmente, já existem vários estudos que tentam elucidar o efeito de inibidores do 

mTOR em combinação com a TBA em doentes com CaP, tendo esta dupla inibição 

diminuído a capacidade proliferativa das células tumorais (70-73).  
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Do mesmo modo, a ativação da via do recetor do fator de crescimento 

epidérmico (epidermal growth factor receptor: EGFR) demonstra ser uma importante 

via de sinalização oncogénica, envolvida na diferenciação e proliferação celular (74). A 

expressão de mRNA de EGFR é baixa em tecidos de próstata normal, contudo este 

recetor é altamente expresso em tecidos de CaP primários e metastáticos (60). 

Estudos em CaP demonstram que a sobre-expressão e ativação da via do EGFR está 

implicada no desenvolvimento da doença bem como na progressão para CPRC, 

estando esta via frequentemente aumentada em estadios avançados da doença, quer 

pelo aumento da expressão deste recetor quer pelo aumento dos seus ligandos (66, 

75-78). Muga e colaboradores verificaram que um aumento da expressão de EGFR 

em CaP, estando este aumento associado a fatores de pior prognóstico, uma maior 

pontuação de Gleason e à progressão para CPRC (79). Estudos anteriormente 

realizados no nosso grupo demonstraram que diferentes níveis dos ligandos do EGFR 

podem influenciar a resposta à TBA, originando a hipótese de que a modulação da via 

EGF/EGFR poderia afetar o desenvolvimento de CPRC (76, 77).   

 

 

1.3. Modulação da via de sinalização do EGFR e progressão para CaP 

 
O EGFR é uma glicoproteína transmembranar que pertence à família de 

recetores ErbB da qual fazem parte os recetores EGFR, HER2, HER3 e HER4 (52). A 

ativação do EGFR é induzida por ligando o que leva à dimerização do recetor, sendo 

conhecidos vários ligandos capazes de o ativar, tais como o fator de crescimento 

epidérmico (EGF), o transforming growth factor alpha (TGF-α), a epiregulina (EPR) 

entre outros (52). 

A ativação do EGFR induz a ativação de várias cascatas de sinalização 

intracelulares que incluem as vias KRAS-BRAF-MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR, STAT e 

fosfolipase C gama (52). Estas vias de sinalização intracelulares modulam a 

transcrição genética estimulando a proliferação celular, angiogénese, migração e a 

inibição da apoptose, processos celulares frequentemente desregulados em contexto 

de malignidade (52, 57).  

Para além do CaP, o EGFR demonstra estar sobre-expresso noutros modelos 

tumorais, como por exemplo em cancro da mama e cancro do pulmão (58). Assim, o 

bloqueio do EGFR, dada a importância desta via proliferativa, é uma estratégia 

terapêutica usada em vários tipos de tumores sólidos (80). Das terapêuticas usadas 

para o bloqueio deste recetor fazem parte anticorpos monoclonais, de que é exemplo 

o cetuximab, e também os inibidores de tirosina-cinase, de que é exemplo o erlotinib 
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(58). No entanto, ainda não faz parte da prática clínica o uso destas terapias anti-

EGFR em doentes com CPRC, o que evidencia a necessidade de estudar o impacto 

de terapias direcionadas ao EGFR, como por exemplo o erlotinib, no tratamento de 

CPRC (81). 

A expressão de EGFR pode ser modulada genética ou epigeneticamente, pela 

ocorrência de polimorfismos genéticos ou pela modificação do padrão de expressão 

de microRNAs (miRNAs), respetivamente (76, 77, 82). A compreensão dos 

mecanismos que levam a uma expressão alterada desta via poderá auxiliar a clarificar 

o processo molecular associado a um fenótipo de maior malignidade bem como o 

processo que culmina na aquisição de resistência à TBA.   

No contexto da Oncologia, os biomarcadores, genéticos e/ou epigenéticos, são 

importantes na prática clínica dado que auxiliam no diagnóstico precoce da neoplasia, 

na estratificação do risco de recorrência e na monitorização da resposta às terapias e 

consequentemente da progressão da doença (83-85).  

Os polimorfismos genéticos são variações no DNA cuja variante menos 

frequente está presente em pelo menos 1% da população (84, 86). Os polimorfismos 

mais frequentes no genoma são os single nucleotide polimorphysms (SNP) que 

consistem na alteração de uma única base e admite-se a sua ocorrência a cada 600pb 

(84). São a maior fonte de variabilidade individual e, dependendo da sua localização, 

têm efeitos biológicos distintos (84). Assim, os SNPs podem ser silenciosos, não 

causando qualquer alteração na proteína, ou podem ser responsáveis por mudança de 

aminoácidos e levar a alterações estruturais e funcionais. Quando estes se encontram 

localizados em regiões promotoras de genes podem influenciar a ligação de fatores de 

transcrição, podendo aumentar ou diminuir a ligação destes (84, 87). Uma vez que os 

SNPs podem levar a alterações da expressão génica, estes podem ser 

correlacionados com o risco de cancro (88). 

A utilização de SNPs como biomarcadores moleculares, revela-se uma 

estratégia útil na definição de grupos de risco para o desenvolvimento de cancro, bem 

como na definição de grupos de risco que irão apresentar diferentes respostas à 

terapia (84). Os SNPs podem ser igualmente preditivos do outcome clínico dado que 

determinados SNPs são marcadores de bom ou mau prognóstico, podendo ser usados 

como preditivos da resposta ao tratamento, permitindo uma orientação do tratamento 

mais personalizada (84, 86).  

O gene do EGFR é altamente polimórfico, podendo a sua expressão ser 

modulada por SNPs na região promotora deste gene (89). Estudos anteriormente 

realizados no nosso grupo identificaram o polimorfismo genético no promotor do gene 

EGFR - EGFR-216G>T, que modula a resposta à TBA e demonstra estar implicado no 
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desenvolvimento precoce de CPRC (87). O polimorfismo genético funcional no ligando 

do EGFR, EGF, EGF+61G>A está associado a uma maior expressão de EGF no 

microambiente tumoral e ao aumento do risco de CaP que irá demonstrar pior 

resposta à TBA (76). A identificação de um sub-grupo de indivíduos com maior risco 

de desenvolvimento de resistência à TBA poderá no futuro auxiliar na identificação dos 

doentes que apresentarão maior benefício se realizarem uma terapia direcionada ao 

EGFR, como por exemplo, com erlotinib.  

Para alem disso, a expressão do EGFR e a ativação de outras cascatas de 

sinalização podem ser também moduladas epigeneticamente pela expressão de 

miRNAs. 

Os miRNAs pertencem a uma classe de pequenos RNAs altamente 

conservados, não codificantes, que têm um tamanho compreendido ente 19 a 25 

nucleótidos e são responsáveis pela regulação génica a nível pós-transcripcional (90, 

91). A descoberta dos miRNAs teve um grande impacto no que diz respeito aos 

desenvolvimentos na área da biologia do cancro uma vez que estes demonstram 

elevado potencial como biomarcadores de diagnóstico e/ou prognóstico bem como 

futuros targets ou agentes terapêuticos (92). O seu potencial como biomarcador útil na 

prática clínica está associado ao facto de os miRNAs serem diferencialmente 

expressos nos tecidos, facilmente detetados recorrendo a métodos não invasivos, 

tendo uma expressão estável e fácil de quantificar em diferentes fluidos biológicos, 

como por exemplo plasma ou saliva (91, 93). 

A biogénese dos miRNAs é um processo multifásico que se inicia com a 

transcrição nuclear do DNA pela enzima RNA polimerase II originando os pri-miRNAs 

(94-96). Os pri-miRNAs são processados no núcleo em sequências de menor tamanho 

(pré-miRNAs) pelo complexo formado pela endonuclease RNase III DROSHA e o co-

fator DGR8 e posteriormente são transportados para o citoplasma da célula pela 

proteína exportina nuclear (XPO5) (88, 94, 96). No citoplasma, o pré-miRNA é 

processado pela proteína DICER num duplex maduro. O miRNA de cadeia dupla é 

então separado num processo independente de ATP e a cadeia de miRNA-guia é 

carregada no complexo de indução de silenciamento de RNA que guia o miRNA para 

seus locais alvo, onde regulam a transcrição de proteínas, por degradação ou 

repressão do mRNA alvo dependendo do nível de complementaridade (Figura 4) (88, 

94).  
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Figura 4 – Biogénese dos microRNAs (adaptado de Patrao AS e colaboradores, 2018) (91). 

 

A sua expressão é dinâmica o que torna os miRNAs potentes modeladores do 

comportamento celular, uma vez que vários miRNAs podem ter como alvo o mesmo 

mRNA e um único miRNA pode ter como alvo diferentes mRNAs (94). Desta forma, os 

miRNAs estão envolvidos em importantes processos celulares relacionados com a 

proliferação celular, o metabolismo, a inflamação e a angiogénese (92, 97). Assim, os 

miRNAs têm um papel chave no cancro pois têm a capacidade de influenciar os 

Hallmarks of Cancer e desregular vias de sinalização celular com potencial oncogénico 

ou supressor tumoral, sendo estes subclassificados em oncomiRNAs ou miRNAs 

supressores tumorais, respetivamente (21, 95). Os oncomiRNAs têm como genes alvo 

os genes supressores tumorais, ligando-se ao mRNA destes, e foram relatados como 

sobre-expressos no cancro, por outro lado, miRs supressores tumorais são 

responsáveis pela regulação negativa de oncogenes, fazendo o target de mRNA de 

oncogenes, e apresentam uma expressão diminuída no cancro (91, 94).  

Atualmente, já existem descritos miRNAs que regulam a expressão do AR 

tendo, portanto, um papel preponderante no CPRC (98). Por exemplo, o aumento da 

expressão do miRNA-21, que é induzível pela via do AR, promove o crescimento 

celular em CaP mediando a resistência à castração e a formação de metástases (98, 

99). O miRNA-21 é considerado um oncomiRNA dado a sua capacidade de regular 

negativamente a expressão do PTEN  (98). Para além disto, a ativação da sinalização 

celular pela via  EGF/EGFR e níveis mais elevados de EGFR promovem a sobre-
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expressão do miRNA-21 (100). O miRNA-223 encontra-se sub-expresso em 

carcinoma de pulmão de não pequenas células e a sua sobre-expressão faz aumentar 

a apoptose através da ativação da via PI3K/AKT pois faz o target direto do EGFR 

(101). Sabe-se que este miRNA apresenta uma expressão ectópica em diferentes 

neoplasias urológicas, contudo o seu papel em CaP ainda não está completamente 

elucidado (102). O miRNA-370 faz o target direto do EGFR e a sua sobre-expressão 

inibe a proliferação, a angiogénese e a formação de metástases em carcinoma de 

pulmão de não pequenas células (103). O aumento da expressão deste miRNA está 

associada à iniciação e progressão do CaP (104).  

Considerando a importância da via de sinalização EGF/EGFR na progressão 

do CaP e desenvolvimento de CPRC, será importante perceber a dinâmica entre as 

vias de sinalização do AR e do EGFR bem como de outras vias de sinalização 

proliferativas que poderão estar ativadas em CPRC. Sendo, deste modo, possível 

definir novos esquemas terapêuticos e subgrupos de doentes que apresentarão 

diferentes respostas à TBA de acordo com o seu perfil genético e epigenético.  

 



 
 
 

 
 
 
 
 

Objetivos 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

 
O objetivo geral deste estudo é avaliar o potencial efeito e interação de vias de 

sinalização proliferativas no desenvolvimento de CPRC. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliação do efeito funcional do polimorfismo genético EGFR-216G>T a 

partir de amostras de tecidos de doentes com CaP; 

 Estabelecimento de uma linha celular hormono-resistente e avaliação da 

dinâmica entre as vias de sinalização do AR e EGFR; 

 Avaliação do efeito da modulação in vitro e in vivo das vias de sinalização do 

AR e do EGFR e avaliação de potenciais novos alvos terapêuticos em 

CPRC;  

 Avaliação do efeito da modulação in vitro do AR num perfil de expressão de 

miRNAs. 
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3. Material e Métodos 

3.1. Avaliação do efeito funcional do polimorfismo genético EGFR-

216G>T 

 

De forma a avaliar o efeito funcional do polimorfismo EGFR-216G>T foram 

selecionados como população de estudo um subgrupo de doentes com diagnóstico de 

CaP incluídos na  cohorte de doentes estudada no estudo efetuado por Teixeira e 

colaboradores (87). O estudo realizado por Teixeira e colaboradores analisou em 194 

doentes com CaP, submetidos a tratamento hormonal no IPO-Porto, o polimorfismo 

genético EGFR-216G>T (doença localizada:16.8%; doença localmente avançada: 

38.1% e doença metastática: 45.1%). Observou-se que os doentes com os genótipos 

EGFR-216GG/TG apresentam desenvolvimento precoce de resistência à TBA em 

comparação com indivíduos homozigóticos EGFR-216GG. 

O presente estudo foi realizado com autorização prévia da Comissão de Ética 

do IPO-Porto (CES 123/020), tendo-se recorrido à utilização de amostras de tecido 

que estavam atualmente disponíveis no Banco de Tumores do IPO-Porto a partir da 

cohorte inicialmente estudada. Considerando a biodisponibilidade de amostra 

biológica, foi possível recorrer à análise molecular de 14 doentes com genótipo EGFR-

216GG, 10 doentes com genótipo EGFR-216GT e de 3 doentes com genótipo EGFR-

216TT. 

Resumidamente, para cada amostra de tecido parafinado, áreas 

representativas foram macrodissecadas a partir de seções de tecido com 10 μm de 

espessura para maximizar a proporção de células malignas (> 70%). O RNA total foi 

extraído usando o kit FFPE RNA/DNA Purification Plus (Cat. 54300, Norgen®), de 

acordo com as instruções do fabricante. A quantificação e pureza do RNA foram 

avaliadas no espectrofotómetro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific™) e o RNA 

extraído armazenado a -80ºC até análise molecular. 

Após o isolamento de RNA das amostras selecionadas, estas foram utilizadas 

para a síntese de cDNA usando o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems®) de acordo com as recomendações do 

fabricante, sendo as condições térmicas usadas no termociclador as seguintes: 10 

minutos a 25ºC, seguidos de 120 minutos a 37ºC e, por último, 5 minutos a 85ºC. 

Posteriormente, a expressão de mRNAs foi analisada por PCR (polymerase chain 

reaction: PCR) quantitativo em tempo real.  As reações foram realizadas num aparelho 

de PCR em tempo real, StepOne™ PCR, contendo 1X Master Mix (Applied 
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Biosystems®), 1X sondas específicas (TaqMan®Gene Expression Assays EGFR: 

Hs01076078; C-myc: Hs00153408 e FOS: Hs04194186 Applied Biosystems®), uma 

amostra de cDNA. Como controlo endógeno foi utilizado o B2M (β2-microglobulina, 

4332653, Applied Biosystems®) de forma a normalizar os resultados. A quantificação 

de mRNA foi efetuada em duplicado e em cada placa existiam controlos negativo. A 

análise dos resultados foi realizada com recurso ao StepOne™ Software v2.2 (Applied 

Biossystems®).  

 

3.2. Estudos in vitro 

 

3.2.1. Caracterização das linhas celulares 

 

Para a realização dos estudos in vitro, foram utilizadas três linhas celulares 

comerciais de CaP: LNCaP, PC-3 e DU-145 (Figura 5). As linhas celulares de LNCaP 

e PC3 foram adquiridas nos Biobancos American Type Culture Collection (ATCC) e 

European Collection of Authenticated Cell Culture (ECACC), respetivamente. A linha 

celular DU-145 foi cedida pelo Grupo de Oncogenética do Centro de Investigação do 

IPO-Porto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas três linhas celulares foram analisados os perfis de STRs (Short tandem 

repeats) de modo a se confirmar a sua identidade genética. Para tal, utilizou-se o 

PowerPlex® 16 HS System (Promega®), e a deteção dos produtos amplificados foi 

obtida através de eletroforese em capilar usando o 3500 Genetic Analyzer Sequencer 

(Applied Biosystems®). A identificação dos genótipos foi obtida usando o GeneMapper 

Figura 5 –  Imagem microscópica da linha celular (A) LNCaP adquirida pelo microscópio  

Olympus® IX51, (B) DU-145 (ATCC) e (C) PC-3 (ECACC). 

B C A 
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Software v5.0 (Applied Biosystems®). A identificação genética das linhas celulares foi 

efetuada no serviço de genómica do i3S. 

De modo a avaliar a dinâmica entre as vias de sinalização do AR e do EGFR 

as células foram submetidas a tratamentos com os fármacos bicalutamida 

(QUIMIGEN®) e erlotinib (QUIMIGEN®). Após o descongelamento de um vial 

criopreservado de cada linha celular, as células foram mantidas em cultura usando 

meio RPMI 1640 GlutaMAX™ (1X) (Gibco®) suplementado com 10% de FBS (fetal 

bovine serum) (Gibco®) e 1% de Pen-Strep (mistura de penicilina e estreptomicina 

10000 U/mL) (Gibco®). As linhas celulares foram mantidas numa incubadora a 37ºC 

com atmosfera húmida na presença de 5% de CO2.  

 

3.2.2. Estabelecimento de uma linha celular resistente à bicalutamida 

 
Inicialmente, um vial criopreservado da linha celular LNCaP foi descongelado. 

Posteriormente, uma linha celular resistente à bicalutamida (LNCaP+bic.) foi originada 

após a exposição da linha LNCaP a concentrações crescentes de bicalutamida 

(QUIMIGEN®). Para tal, a linha LNCaP foi exposta a 2,5 μM durante 15 dias, seguido 

da exposição a 5 μM de bicalutamida durante um período de 2 meses. De modo a 

confirmar o estabelecimento da resistência, foram realizados ensaios de viabilidade 

celular usando o water-soluble tetrazolium salt 1 (WST-1 assay reagente, Abcam®). O 

ensaio com WST-1 baseia-se na formação do corante formazan a partir da clivagem 

do sal de tetrazólio pelas desidrogenases mitocondriais. Assim, a quantidade de 

corante produzido foi avaliada recorrendo a uma metodologia baseada na medição de 

absorvâncias (corante de formazan: 450nm e referência: 650nm). A densidade celular 

e o tempo de incubação são características importantes que podem interferir com a 

realização do ensaio. Deste modo, foram determinadas estas variáveis para a linha 

celular LNCaP, sendo a densidade celular ótima a ser plaqueada de 20 000 células 

por poço e o tempo de incubação de 2 horas.  

Após otimizações do protocolo, foi analisada a viabilidade celular das linhas 

celulares LNCaP e LNCaP+bic. de modo a confirmar a aquisição de um fenótipo de 

resistência à bicalutamida. Em microplacas de 96 poços, foram plaqueadas 20 000 

células/poço de LNCaP e de LNCaP+bic. existindo seis réplicas para cada condição. 

Após 24 horas do plaqueamento, foram adicionados 10 μL de WST-1 a cada poço. 

Após 2h da adição do WST-1, a absorvância foi medida a 450nm e 650nm usando um 

leitor de microplacas (FLUOstar Omega, BMG Labtech, Offenburg, Alemanha). Este 

ensaio foi realizado após 15 dias de exposição a 2,5 μM de bicalutamida, 15 dias após 

a exposição a 5 μM de bicalutamida, 1 mês após a exposição a 5 μM de bicalutamida 
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e 2 meses após a exposição a 5 μM de bicalutamida de forma a comprovar que o 

fenótipo de resistência foi estabelecido.  

De modo a calcular a capacidade metabólica das células, foi utilizada a 

seguinte fórmula:  

% 𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑀𝑒𝑡𝑎𝑏ó𝑙𝑖𝑐𝑎

=  
[(𝐴𝑏𝑠450 − 𝐴𝑏𝑠650)𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 − (𝐴𝑏𝑠450 − 𝐴𝑏𝑠650)𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜]

𝑀é𝑑𝑖𝑎 [(𝐴𝑏𝑠450 − 𝐴𝑏𝑠 650)𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 − (𝐴𝑏𝑠450 − 𝐴𝑏𝑠650)𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜]
𝑥100  

 

Para além disso, foi também utilizada uma linha celular resistente à 

bicalutamida previamente estabelecida pelo nosso grupo (DU-145+bic). Posteriormente, 

esta linha celular foi mantida durante 1 mês com a ausência de suplementação com 

bicalutamida (DU-145-bic). 

 

3.2.3. Efeito do erlotinib na dinâmica entre as vias de sinalização do AR e 

do EGFR  

 

A linha celular DU-145+bic. foi sujeita a uma exposição aguda, durante 24 horas, 

ao erlotinib (QUIMIGEN®) de modo a avaliar a dinâmica da via do EGFR numa linha 

hormono-resistente (DU-145+bic.+erl.).  

Para determinar o efeito do bloqueio da via do EGFR nas linhas celulares 

LNCaP e DU-145+bic., determinou-se a concentração de erlotinib que inibe em 50% o 

crescimento celular, IC50, através de curvas dose-resposta. Para isso, 20 000 células 

foram plaqueadas incubadas overnight e posteriormente foi adicionado o erlotinib 

(QUIMIGEN®), em concentração crescentes, sendo a concentração mais baixa 1,25 

μM e a concentração mais elevada de 40 μM. Após uma incubação correspondente ao 

tempo de duplicação das linhas celulares (LNCaP: 33h e DU-145+bic.: 29h), foi 

realizado o ensaio de viabilidade celular WST-1 descrito anteriormente, mas otimizado 

para linha celular DU-145+bic. (densidade celular: 20 000 células; tempo de 

incubação:1h30).  

 

3.2.4. Análise proteica: Western-Blot 

 
Para a extração de proteína, após atingirem uma confluência de 80-90%, as 

células foram tripsinizadas usando 0,05% tripsina – EDTA (1X) (Gibco®), contadas 

usando o corante azul de tripano (Gibco®) e um contador automático (EVE™ 

Automated Cell Counter) (NanoEnTek®). Aproximadamente 2,5 milhões de células 
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foram centrifugadas a 2500 x g e a 4ºC, de modo a formar um pellet para se proceder 

à extração.  

A extração de proteína foi realizada usando 150μL de lysis buffer 1X (Abcam®) 

com a adição de 1,5μL de um cocktail de inibidores de protéase e fosfatase (Thermo 

Sientific®). O lisado celular foi novamente centrifugado durante 15 minutos, a 14 000 x 

g a 4ºC recuperando-se o sobrenadante para posterior quantificação. A proteína foi 

quantificada recorrendo ao método de Lowry usando-se o kit DC Protein Assay (Bio-

Rad ®) e a concentração foi determinada medindo-se a absorvância da solução a 

750nm num leitor de microplacas (iMark™Microplate Absorbance Reader, BioRad 

Laboratories®). Seguidamente à quantificação, 30 μg de proteína total foram 

carregadas num gel de poliacrilamida a 10% e separadas por SDS-PAGE sob 

condições desnaturantes e transferidas para uma membrana de PVDF (polyvinylidene 

difluoride) durante 7 minutos a 25V, usando o sistema de transferência Trans-Blot 

Turbo™ (Bio-Rad®). Após o bloqueio das membranas com 5% BSA (bovine serum 

albumin), em agitação constante durante 1 hora, estas foram incubadas over-night a 

4ºC com os diferentes anticorpos primários (anti-EGFR, anti-pEGFR e α-tubulina) 

numa diluição de 1:1000 (Cell signalling ®). As membranas foram depois lavadas três 

vezes com TBS-T 1% (20mM Tris, 150mM NaCl, pH 7.6, 0.05% (v/v) Tween 20) e 

incubadas durante 1 hora à temperatura ambiente com o anticorpo secundário 

correspondente, numa diluição de 1:10000 (Santa Cruz Biotechnology®). Para a 

deteção das bandas foi usado o kit Clarity ™ Western ECL Substrate (BioRad 

Laboratories®), usando o sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories®) e 

analisadas recorrendo ao programa Bio-Rad Image Lab Software (Bio-Rad 

Laboratories®).  

 

3.2.5. Extração de mRNA, miRNA e síntese de cDNA 

 
Para a extração de mRNA e miRNAs, as células foram tripsinizadas e contadas 

usando o método descrito anteriormente. Após a contagem, aproximadamente 1,5 

milhões de células foram centrifugadas de modo a formar um pellet para se proceder à 

extração de mRNAs e de miRNAs recorrendo aos kits de extração GRS Total-Blood & 

Cultured Cells (Grisp®) e GRS microRNA kit (Grisp®), respetivamente. 

A síntese de cDNA de mRNA foi realizada de acordo com o procedimento 

experimental descrito no ponto 3.1 e a síntese de cDNA de miRNAs foi feita 

recorrendo ao kit comercial TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems®) de acordo com as recomendações do fabricante, sendo as condições 
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térmicas usadas as seguintes: 16ºC por 30 minutos, seguido de 60 minutos a 42ºC e 

85ºC por 10 minutos.  

 

3.2.6.  Quantificação relativa por PCR em tempo real 

 
A expressão de mRNA e miRNAs foi analisada por PCR quantitativo em tempo 

real de acordo com o protocolo experimental descrito no ponto 3.1. Para a 

quantificação de mRNAs, as sondas específicas usadas foram: TaqMan® KLK3 (PSA): 

Hs02576345; MTOR: Hs00234508; EPAS1 (HIF2α): Hs01026149 Applied 

Biosystems®. Como controlo endógeno foi utilizado o GUSB (Beta Glucuronidase, 

433376F, Applied Biosystems®). Para a quantificação de miRNAs, as sondas 

específicas usadas foram: TaqMan® microRNA Expression Assays hsa-miR-223: 

TM002098; hsa-miR-370: TM002275 e hsa-miR-21:TM002428 e o RNU-6B (TM – 

001093) que foi utilizado como controlo endógeno.  

As quantificações de mRNAs e miRNAs foram efetuadas em duplicado e cada 

placa continha um controlo negativo. A análise dos resultados foi realizada com 

recurso ao StepOne™ Software v2.2 (Applied Biossystems®).  

 

3.3. Ensaios de tumorigénese in vivo 

 
De forma a avaliar o efeito da modulação in vivo das vias de sinalização do AR 

e do EGFR procedeu-se à inoculação subcutânea das linhas celulares LNCaP e DU-

145+bic. em murganhos imunodeficientes (Nude CBA). Tanto para as LNCaP como 

para DU-145+bic., 13 murganhos foram inoculados subcutaneamente com 2 milhões de 

células por animal.  

O desenvolvimento e crescimento tumoral foi monitorizado 3 vezes por semana 

com auxílio de uma craveira, e assim que os tumores atingiram um volume de 100-200 

mm3 (105), os murganhos foram divididos aleatoriamente por três grupos 

experimentais, sendo um grupo controlo, um grupo em que foi administrado 

subcutaneamente erlotinib (21,50 μM) e um grupo onde se administrou uma 

combinação de bicalutamida e erlotinib (10 μM e 21,50 μM, respetivamente). As 

concentrações testadas tiveram como base os valores de IC50 previamente 

determinados in vitro para cada uma das linhas celulares. O volume tumoral foi 

determinado utilizando a fórmula, Volume tumoral = ½ (comprimento x largura2) (106). 

Como veículo foi utilizado soro fisiológico. Após as administrações em teste, o volume 

tumoral foi avaliado a cada 2 dias. Os murganhos foram sacrificados ao timepoints 

experimental definido quando o volume tumoral excedeu 1500 cm3 em pelo menos um 
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murganho. Seguidamente, os tumores recuperados foram fixados em parafina até 

posterior utilização.  

Posteriormente, dois cortes de 10 μm de espessura foram efetuados nos 

tecidos fixados em parafina obtidos dos murganhos tratados com as diferentes 

combinações. A desparafinação dos cortes bem como a extração de RNA e de miRNA 

foi feita utilizando o kit Absolutely RNA FFPE (Agilent®) segundo as instruções do 

fabricante. 

A síntese de cDNA bem como a quantificação dos níveis de mRNA e miRNAs 

de interesse foram realizadas de acordo com o previamente descrito nos pontos 3.2.5. 

e 3.2.6., respetivamente. 

De salientar que não se observou a formação de tumores após inoculação com 

LNCaP no período experimental definido num número significativo de animais, pelo 

que não foi possível iniciar-se as várias condições em teste.  

 

3.4. Análise estatística 

 
A análise estatística foi realizada usando o software IBM®SPSS®Statistics para 

Windows (versão 24.0). O método Livak (2-ΔΔCt) e o teste t´ student foi utilizado para 

avaliar as diferenças nos níveis de expressão dos miRNAs e mRNAs normalizados. 

Os gráficos foram obtidos através do programa GraphPad Prism versão 8.4.3. 
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4. Resultados 

4.1. Avaliação do efeito funcional do polimorfismo genético EGFR-

216G>T 

 
De acordo com os resultados obtidos, observaram-se diferenças no perfil de 

transcrição estudado consoante o polimorfismo genético EGFR-216G>T. Observou-se 

que os indivíduos homozigóticos EGFR-216TT apresentam uma tendência para um 

aumento dos níveis de expressão de mRNA de EGFR comparativamente aos 

indivíduos homozigóticos EGFR-216GG (fold-increase: 5,50; P=0,058). 

Cumulativamente, os indivíduos homozigóticos EGFR-216TT apresentaram também 

maior expressão de mRNA C-myc (fold-increase: 3,36; P=0,042) e mRNA FOS (fold-

increase: 7,73; P= 0,029). Verificou-se também que os indivíduos heterozigóticos 

EGFR-216GT apresentaram níveis aumentados de mRNA de FOS comparativamente 

aos indivíduos homozigóticos EGFR-216G>T (fold-increase: 19,52; P=0,003) (Figura 

6).   

 

 

Figura 6 –  Níveis de expressão de mRNAs de EGFR, C-myc e FOS de acordo com o polimorfismo 

genético EGFR-216G>T. 

  

 

4.2. Estabelecimento de uma linha celular resistente à bicalutamida 

 
Com a contínua exposição à bicalutamida e ao aumento da concentração 

administrada (5 μM), observou-se uma ligeira diminuição da capacidade metabólica da 

linha LNCaP. Após um mês de exposição a 5 μM de bicalutamida a capacidade 

metabólica da linha celular LNCaP. diminuiu de uma forma acentuada. Contudo, ao fim 
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de 2 meses de exposição à bicalutamida, as células LNCaP+bic. recuperam a sua 

capacidade metabólica, o que indica que as células estão a adquirir resistência a 5 μM 

de bicalutamida (Figura 7A).  

O efeito da adição contínua durante 2 meses de bicalutamida reflete-se numa 

diminuição dos níveis de mRNA de PSA na linha celular LNCaP+bic. comparativamente 

à linha LNCaP. Na linha celular DU-145 os níveis de mRNA de PSA são também 

detetáveis, observando-se ainda uma diminuição na condição DU-145+bic e verificando-

se uma atenuação do efeito da exposição contínua da bicalutamida após a interrupção 

da adição de bicalutamida, 1 mês, na linha celular DU-145-bic (Figura 7B). 

 

 

 

 

4.3. Efeito da modulação in vitro das vias de sinalização do AR e do 

EGFR e avaliação de potenciais alvos terapêuticos no CPRC 

 
O efeito agudo da adição de 10 μM bicalutamida foi avaliado em linhas 

celulares representativas de CaP (Figura 8A-B). Na linha celular LNCaP, verificou-se 

um aumento de mRNA de EGFR após 24 horas da adição de bicalutamida (fold-

increase: 1,30; P=0,029). No entanto, a adição de bicalutamida não parece ter efeito 

nos níveis de expressão de mRNA de EGFR nas linhas celulares DU-145 e PC-3. Do 

mesmo modo, observou-se que a adição de bicalutamida na linha celular LNCaP está 

A B 

Figura 7 – (A) Capacidade metabólica da linha celular LNCaP+bic. em diferentes períodos de tempo após exposição a diferentes 
concentrações de bicalutamida (média ± desvio padrão); (B) Níveis de mRNA de PSA nas diferentes linhas celulares analisadas 
no presente estudo (média ± erro da média). 
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associada a um aumento dos níveis proteicos de EGFR total e pEGFR (forma 

fosforilada do EGFR) (Figura 8B).  

De facto, a capacidade metabólica da linha celular LNCaP+bic., exposta 

continuamente à bicalutamida, está aumentada comparativamente à linha celular 

LNCaP (P< 0,001). Similarmente, a linha celular DU-145+bic. também apresenta um 

aumento da sua capacidade metabólica comparativamente à linha celular DU-145 (P= 

0,008), mantendo-se este aumento mesmo após a remoção da bicalutamida (P= 

0,004) (Figura 8C). 

 

A par do aumento da capacidade metabólica, também se verificou um aumento 

da expressão dos níveis de mRNA de EGFR na linha celular LNCaP+bic. (fold-increase: 

6,23; P<0,001) e na linha celular DU-145+bic (fold-increase: 1,47; P=0,022). Para além 

disso, também se observou um aumento dos níveis de mRNA de EGFR na linha 

celular DU-145-bic. comparativamente à linha celular DU-145 (fold-increase: 2,60; P= 

0,053) (Figura 9A). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

nos níveis de mRNA FOS (fold-increase: 2,87; P=0,284) e C-myc (fold-decrease: 0,99; 

A 

C 

B 

Figura 8 – Efeito da adição de bicalutamida em linhas diferentes celulares. (A) níveis de expressão de 
mRNA de EGFR ao final de 24 horas após adição de bicalutamida; (B) western-blot para os níveis de 
proteína de EGFR e pEGFR ao final de 24 horas após adição de bicalutamida; (C) capacidade 
metabólica das linhas celulares após exposição contínua à bicalutamida (média ± desvio padrão). 
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P=0,971) com a adição contínua de bicalutamida na linha celular LNCaP (Figura 9B). 

Contrariamente, observou-se um aumento significativo nos níveis de expressão dos 

mRNAs FOS e C-myc na linha celular DU-145+bic. comparativamente à linha DU-145 

(fold-increase: 140,1; P<0,001; fold-increase = 2,20; P<0,001, respetivamente) (Figura 

9C). 

 

 

 

A adição simultânea de erlotinib e bicalutamida à linha celular DU-145 (DU-

145+bic.+erl.) resulta num decréscimo significativo nos níveis de expressão de mRNA de 

EGFR (fold-decrease: 0,26; P=0,052) (Figura 10A). Contudo, não se observam 

diferenças nos níveis de expressão de mRNAs de FOS e C-myc (fold-decrease: 0,75; 

P= 0,215; fold-increase: 1,12; P= 0,071, respetivamente). (Figura 10B). 

A 

C B 

Figura 9 – Níveis de expressão de mRNA EGFR e dos genes induzíveis FOS e C-myc em linhas celulares expostas 
continuamente à bicalutamida: (A) níveis de expressão de mRNA de EGFR; (B) e (C) níveis de expressão de mRNAs de 
FOS e C-myc nas linhas celulares LNCaP e DU-145, respetivamente. 
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4.4. Efeito da modulação in vivo das vias de sinalização do AR e do 

EGFR  

 

De modo a clarificar o efeito da dupla inibição do AR e do EGFR, efetuou-se 

um estudo piloto com murganhos imunodeficientes Nude CBA, sendo estes inoculados 

subcutaneamente com a linha DU-145+bic.. Dos 13 murganhos inicialmente inoculados, 

10 desenvolveram tumor e seguidamente foram divididos aleatoriamente por três 

grupos experimentais.  O grupo controlo era composto por três animais, o grupo 

tratado com de erlotinib, 21,50 μM de erlotinib dose determinada pelo ensaio de IC50, 

(Figura 11A) composto por três animais e um grupo tratado com a combinação dos 

fármacos bicalutamida (10 μM) e erlotinib (21,50 μM) formado por quatro animais.  

A média do volume tumoral dos murganhos que constituíram o grupo controlo 

era de 1262.34 mm3, os murganhos tratados com apenas o erlotinib apresentavam um 

volume tumoral médio de 836,38 mm3 e os murganhos pertencentes ao grupo tratado 

Figura 10 - Níveis de expressão de mRNA: (A) EGFR e (B) genes induzíveis pelo EGFR após a 

adição de erlotinib na linha DU-145+bic. 

A 

B 



Cancro da Próstata Resistente à Castração: influência da interação de vias de sinalização proliferativas 

58 

com bicalutamida em combinação com erlotinib apresentavam um volume tumoral 

médio de 630,67 mm3. Assim, a dupla inibição demostra ser eficaz para promover uma 

redução do volume tumoral equivalente a 49,96% (Figura 11B). Adicionalmente, não 

se verificam diferenças nos níveis de expressão de EGFR derivados dos tecidos 

tumorais nos animais tratados com erlotinib e com a combinação dos fármacos 

comparativamente ao grupo controlo (fold-decrease:0,79; P=0,407 e fold-increase: 

1,22; P=0,674, respetivamente) (Figura 11C).   

  

A B 

C 

Figura 11 – Efeito da dupla inibição do AR e do EGFR in vivo. (A) determinação do IC50 relativo ao erlotinib nas 

linhas celulares LNCaP e DU-145+bic. (média); (B) curva de crescimento tumoral nos murganhos submetidos a 
diferentes tratamentos (média ± desvio padrão); (C) níveis de expressão de mRNA de EGFR nos tecidos dos 
murganhos submetidos a diferentes tratamentos. 
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4.5. Efeito da modulação das vias de sinalização AR e EGFR nos níveis 

de expressão de mTOR e HIF-2α  

 
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se um aumento de expressão 

de mRNA de mTOR quando a linha DU-145 é continuamente exposta à bicalutamida 

(fold-increase: 2,57; P= 0,009). Para além disso, também se observou que os níveis 

de mRNA de mTOR diminuem de uma forma estatisticamente significativa quando se 

retira o estímulo da bicalutamida à linha celular DU-145+bic (fold-decrease: 0,85; P= 

0,007) (Figura 12A). Adicionalmente, foi também observado que os níveis de 

expressão de HIF-2α diminuem de forma significativa quando se retira o estímulo da 

bicalutamida à linha DU-145+bic. (fold-decrease: 0,73; P= 0,042) (Figura 12B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.  

 

 

Contudo, em amostras de tecido tumoral obtidas a partir dos murganhos, não 

se observam diferenças nos níveis de expressão de mRNA de mTOR quando os 

animais foram tratados com erlotinib e com a combinação de bicalutamida com 

erlotinib comparativamente aos murganhos pertencentes ao grupo controlo (fold-

increase: 1,13; P=0,699 e fold-increase: 1,11; P=0,699, respetivamente) (Figura 13A). 

De igual forma, também não se observam diferenças nos níveis de expressão de HIF-

2α nas diferentes condições analisadas (fold-decrease: 0,90; P=0,354 e fold-increase: 

1,01; P=0,977, respetivamente) (Figura 13B). 

 

 

A B 

Figura 12 – Níveis de expressão de mRNA: (A) mTOR e (B) HIF-2α nas linhas DU-145, DU-145+bic e DU-145-

bic.. 
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4.6. Efeito da modulação in vitro do AR num perfil de expressão de 

miRNAs 

 
De acordo com os resultados obtidos, observou-se os níveis de expressão do 

miRNA-21 aumentam na linha DU-145+bic. comparativamente à linha LNCaP (fold-

increase: 53,08; P= 0,043). No entanto, observou-se uma diminuição deste miRNA 

após suspensão do tratamento com a bicalutamida na linha celular DU-145-bic, (fold-

decrease: 6,63; P= 0,021) (Figura 14A).  

Na linha celular DU-145+bic não se observaram diferenças estatisticamente 

significativas nos níveis de expressão do miRNA-223 e do miRNA-370 

comparativamente à linha celular LNCaP (fold-decrease: 0,28; P= 0,091; fold-

decrease: 0,04; P= 0,903, respetivamente). Observou-se também que, para os níveis 

de expressão do miRNA-370 e miRNA-223, não se observam diferenças na linha 

celular DU-145-bic.  (fold-increase: 0,22; P=0,334; fold-decrease: 0,03; P=0,803, 

respetivamente) (Figura 14B-C). 

 

A B 

Figura 13 – Níveis de expressão de mRNA:  (A) mTOR e (B) HIF-2α nos tecidos 

derivados de murganhos submetidos a diferentes tratamentos. 
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B A 

C 

Figura 14 – Níveis de expressão de miRNAs: (A) miRNA-21; (B) miRNA-370 e (C) miRNA-223 nas linhas 

celulares LNCaP, DU-145+bic. e DU-145-bic.. 
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5. Discussão 

 
O CaP é uma das neoplasias mais comuns nos homens, sendo que 1 em cada 

9 homens será diagnosticado com CaP durante a sua vida, representando a quinta 

causa de morte por cancro (24). Uma das principais vias de sinalização envolvidas no 

desenvolvimento deste tipo de cancro é a via de sinalização do AR (61). Assim, uma 

das principais  abordagens terapêuticas em doentes com doença avançada é a TBA, 

que consiste no bloqueio da produção e/ou ação de androgénios, de forma a controlar 

a progressão tumoral (46). A TBA, ao potenciar a apoptose e inibir a proliferação 

celular, apresenta o potencial de controlar o desenvolvimento das células tumorais. 

Durante o tratamento com TBA, a maioria dos homens com CaP demonstra remissão 

clínica, bioquímica e radiológica, contudo, após um período de tempo limitado os 

doentes deixam de responder a estas terapias progredindo para CPRC, que está 

associado a altas taxas de morbilidade, mortalidade e com limitadas opções 

terapêuticas  (51, 54, 107). Desta forma, admite-se que outras vias de sinalização 

celular poderão também estar associadas com a progressão da doença, promovendo 

o desenvolvimento tumoral, de que é exemplo a via de sinalização EGF/EGFR (61). 

Esta é uma via que está envolvida na diferenciação e proliferação celular, 

desempenhando um papel chave na oncogénese (74, 77). De facto, a sobre-

expressão de EGFR tem sido associada a progressão tumoral e a um pior prognóstico 

em diferentes modelos tumorais (79, 80). 

  Atualmente, sabe-se que a expressão do EGFR pode ser influenciada pela 

ocorrência de polimorfismos genéticos funcionais, podendo a ocorrência destes 

modular o microambiente celular e desta forma influenciar a evolução tumoral. 

Recentemente, estudos desenvolvidos no grupo demonstram que a ocorrência de 

polimorfismos genéticos funcionais em genes codificantes de fatores de crescimento, 

nomeadamente EGF e TGFB1, influenciavam o risco para desenvolvimento de CaP, 

assim como o desenvolvimento de doença mais agressiva e de CPRC, mostrando que 

estas variações genéticas podem ser úteis na definição de grupos de risco para o 

desenvolvimento de resistência à TBA (76, 77). Adicionalmente, também foi observado 

que os indivíduos portadores dos genótipos EGFR-216GT/TT desenvolviam 

resistência à TBA mais precocemente comparativamente aos indivíduos 

homozigóticos EGFR-216GG. De facto, de acordo com os resultados do presente 

estudo, observou-se que a ocorrência do polimorfismo genético EGFR-216G>T 

apresenta um efeito funcional, sendo que os indivíduos homozigóticos EGFR-216TT 

apresentam maiores níveis de expressão de mRNA de EGFR, assim como dos níveis 

dos mRNAs de FOS e C-myc, o que poderá representar um estímulo adicional à 
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proliferação celular nestes indivíduos. Estes resultados vão de acordo ao que se 

encontra na literatura, em que é sugerido que a sobreativação do EGFR é um marco 

importante durante a progressão para o CPRC, sugerindo que esta via de sinalização 

poderá auxiliar a progressão destes tumores em resposta ao bloqueio do AR (54, 80).  

Deste modo, a estratificação dos doentes com CaP mediante o polimorfismo 

genético estudado poderá ser útil na caracterização de grupos com maior potencial de 

serem submetidos a uma terapia dirigida anti-EGFR. 

A via de sinalização EGF/EGFR está ativada durante a progressão do CaP, 

favorecendo a aquisição de um fenótipo mais agressivo (79). De facto, no presente 

estudo, observou-se que a exposição aguda à bicalutamida está associada a um 

aumento do mRNA de EGFR, assim como dos níveis de proteína de EGFR total e 

pEGFR na linha celular LNCaP. Adicionalmente verificou-se que a exposição crónica à 

bicalutamida, apesar de se mostrar eficaz na inibição da via de sinalização do AR, está 

associada a um aumento da capacidade metabólica, o que evidencia a possibilidade 

de estarem a ser ativadas vias de sinalização alternativas que medeiam a proliferação 

celular, de que é exemplo a via EGF/EGFR. Mesmo a linha celular DU-145+bic., que 

evidencia uma ativação da via do AR atenuada, apresenta um aumento da capacidade 

metabólica comparativamente à linha celular DU-145. Este aumento da capacidade 

metabólica na linha celular DU-145+bic. é também acompanhado por um aumento da 

expressão de mRNA do EGFR bem como dos mRNAs de genes induzíveis pelo 

EGFR. Deste modo, colocou-se a hipótese de que o bloqueio contínuo do AR se 

traduzirá num aumento da expressão do EGFR e consequentemente da ativação de 

diferentes cascatas de transdução de sinal que culminam na proliferação celular, 

promovendo assim o desenvolvimento tumoral.  

Os resultados vão de encontro com a literatura onde se encontra evidência que 

durante a progressão do CaP para CPRC a via de sinalização ativada pelo EGFR está 

sobre-expressa (76, 79-81).  

Considerando a dinâmica da via do AR e do EGFR durante a progressão de 

CaP, principalmente após início da TBA, reveste-se de particular interesse a análise 

do efeito da administração de um agente dirigido anti-EGFR no controlo da progressão 

tumoral. 

De facto, a dupla inibição com bicalutamida e erlotinib demonstrou ser eficiente, 

reduzindo para metade o volume tumoral induzido pela linha celular DU-145+bic. 

inoculada em murganhos. Contudo, um maior efeito desta combinação pode não ser 

alcançado pois, verificou-se in vitro, que a adição de bicalutamida também resultou 

num aumento dos níveis de mRNA de mTOR e HIF-2α, sendo esse aumento revertido 

ao final de 1 mês após retirar a bicalutamida, o que sugere a ativação de diferentes 
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cascatas de sinalização após o bloqueio do AR. De facto, a desregulação da via de 

sinalização PI3K/AKT/mTOR tem vindo a ser associada com a aquisição de 

resistência a terapias anti-neoplásicas (108). A ativação oncogénica desta cascata 

favorece a formação tumoral, progressão da doença e aquisição de resistência às 

terapias. De acordo com Shorning e colaboradores, existe um complexo crosstalk 

entre a via PI3K/AKT/mTOR e múltiplas cascatas de sinalização que promovem a 

progressão do CaP, influenciando a sensibilidade a diferentes esquemas terapêuticos 

(108). Os resultados obtidos no estudo in vivo demonstraram que a dupla inibição com 

erlotinib e bicalutamida não influencia os níveis de mRNA de mTOR e de HIF-2α nos 

tecidos tumorais, o que sugere que outras cascatas de sinalização ou outros 

mecanismos de regulação genética estejam também a sofrer modulação. Contudo, 

estudos futuros deverão incluir mais animais por condição teste, de modo a validar 

algumas das associações verificadas, assim como a repetição das condições 

experimentais que englobam a inoculação da linha celular LNCaP. Adicionalmente 

reveste-se também de particular interesse a análise de condições experimentais que 

englobem a administração de agentes dirigidos ao mTOR e ao HIF-2α. 

A presença de bicalutamida condiciona alterações no microambiente celular, 

influenciando diferentes processos, nomeadamente de regulação epigenética. 

Modificações no microambiente celular podem alterar o padrão de expressão de 

miRNAs e deste modo influenciar a expressão genética. 

De acordo com a literatura, a desregulação da expressão de miRNAs está 

associada com a aquisição de resistência à TBA (109). A adição contínua de 

bicalutamida à linha celular DU-145 está associada a um aumento dos níveis de 

miRNA-21 e a uma tendência de diminuição dos miRNA-370 e miRNA-223. Contudo, 

após a suspensão do tratamento com bicalutamida verificou-se uma descida dos 

níveis de miRNA-21, uma tendência para o aumento do miRNA-370, não se 

observando a tendência de inversão no caso do miRNA-223 que parece diminuir.  

Similarmente aos resultados do presente estudo, Ribas e colaboradores 

demonstraram in vivo que a castração cirúrgica de murganhos inoculados com a linha 

celular LNCaP, estava associada a um aumento dos níveis de miRNA-21, assim como 

a uma promoção do crescimento tumoral, o que suporta o envolvimento deste miRNA 

nos mecanismos de resistência ao bloqueio do AR (110). Adicionalmente, Markou e 

colaboradores observaram que a sobre-expressão do miRNA-21 está também 

associada a níveis aumentados de mRNA de EGFR, o que está de acordo com o 

observado na linha DU-145 cronicamente exposta à bicalutamida (100). Considerando 

que um dos targets do miRNA-21 é o PTEN, regulador negativo da via de sinalização 

PI3K/AKT/mTOR, o aumento dos níveis deste miRNA, a par do aumento da expressão 
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do EGFR e diminuição do PTEN, poderá estar a influenciar a sobre-expressão do 

mRNA de mTOR e de HIF-2α na linha celular DU-145+bic., potenciando assim a 

resistência à bicalutamida e consequentemente progressão tumoral. 

De acordo com Wu e colaboradores, uma diminuição da expressão do miRNA-

370 em CaP está associada com a progressão do ciclo celular (104). Adicionalmente, 

Ma e colaboradores, verificaram que a diminuição da expressão do miRNA-223 inibe a 

apoptose e consequentemente induz a proliferação celular (101). Contudo, no 

presente estudo, não se verificaram alterações nos níveis de expressão do miRNA-

370 e do miRNA-223. 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, a inibição da via de 

sinalização do AR leva à sobre-expressão de outras vias proliferativas, como a via 

EGF/EGFR, sendo essas novos potenciais alvos terapêuticos. O polimorfismo 

genético funcional analisado no presente estudo, está associado com uma progressão 

mais rápida para CPRC, verificando-se que os indivíduos homozigóticos EGFR-

216GT/TT apresentam maiores níveis EGFR, o que lhes poderá potenciar uma 

progressão tumoral acelerada. Deste modo, este sub-grupo de doentes apresentará 

um maior benefício quando submetidos a uma terapêutica dirigida anti-EGFR.  A 

inibição do EGFR poderá ser uma abordagem terapêutica útil. Contudo, o bloqueio do 

AR influencia também a ativação de targets adicionais, o que revela a complexidade 

do mecanismo molecular envolvido na aquisição de resistência. Adicionalmente, a 

modificação do perfil de miRNAs observada em consequência da dinâmica 

estabelecida entre o AR e EGFR poderá revelar potenciais novos biomarcadores úteis 

na monitorização dos doentes. 
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6. Conclusões e Perspetivas Futuras  

 
O CaP é uma das principais neoplasias mais comuns nos homens, representando 

a quinta causa de morte por cancro. Considerando o papel chave da via de sinalização 

do AR neste tipo de cancro, a TBA é uma das principais abordagens terapêuticas na 

doença avançada. Contudo, a eficácia desta forma de tratamento é limitada e a 

maioria dos homens progride desenvolvendo CPRC. 

De acordo com os resultados observados, verificou-se que a adição contínua 

de bicalutamida conduz a um aumento de expressão de EGFR e da capacidade 

metabólica celular, suportando assim o papel chave desta via em tumores prostáticos 

resistentes à castração. Deste modo, verificando-se que os doentes homozigóticos 

EGFR-216TT apresentam maiores níveis de expressão de mRNA EGFR e dos genes 

induzíveis FOS e C-myc, conseguiu-se clarificar a sua rápida progressão para CPRC, 

uma vez que estes apresentam uma dupla desvantagem como consequência do seu 

património genético, podendo ser definidos como um sub-grupo que terá maior 

benefício em fazer uma terapia anti-EGFR. A definição de sub-grupos de doentes com 

base na caracterização genética permitirá uma abordagem mais personalizada e com 

maior potencial de sucesso, podendo contornar assim algumas das limitações 

observadas em grandes estudos onde se verifica uma grande heterogeneidade da 

população submetida a tratamento.  

De facto, in vivo observou-se uma diminuição do volume tumoral quando 

administrada a combinação de erlotinib e bicalutamida. Contudo, a eficiência dessa 

diminuição em consequência do esquema usado, poderá ser influenciada pela 

ativação de outras cascatas, nomeadamente do mTOR e HIF-2α, uma vez que 

também se observou o aumento in vitro da expressão de mTOR e HIF-2α após a 

administração de bicalutamida. 

Futuramente, seria importante quantificar os níveis proteicos correspondentes 

às moléculas estudadas neste estudo de forma a validar os resultados obtidos. 

Adicionalmente, reveste-se de particular importância a replicação do estudo in vivo 

usando por cada condição experimental um maior número de animais e combinações 

terapêuticas adicionais e diferentes métodos de inoculação de modo a ultrapassar a 

limitação verificada na inoculação das LNCaP. Considerando a influência da adição de 

bicalutamida no perfil de expressão de miRNAs estudado, será importante estabelecer 

a associação funcional destes com o target EGFR realizando ensaios de luciferase 

bem como verificar o potencial deste perfil como biomarcador em circulação útil na 

monitorização de doentes submetidos a TBA.  
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8. Material Suplementar 
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Introdução: O cancro colorretal (CCR) é uma das principais causas de morte por 
cancro na população ocidental, sendo a nível mundial o terceiro cancro mais 
frequente. Estudos demonstram que aproximadamente 50% dos casos desenvolvem 
doença metastática hepática no decurso da doença, o que traduz a necessidade de 
novos alvos moleculares associados à oncobiologia do CCR, com potencial de serem 
usados como biomarcadores de prognóstico. Recentemente a literatura evidencia que 
transportadores de aminoácidos (TAA) são capazes de regular a via de sinalização 
PI3K/Akt/mTORC1 - central na regulação da proliferação e metabolismo celular de 
CCR, estando também envolvidos na reprogramação metabólica. Paralelamente, o 
aumento da expressão dos TAA, LAT1 e ASCT2 tem sido observado em diferentes 
modelos tumorais, associado ao crescimento, proliferação celular e angiogénese. 
Atualmente, admite-se que as vesículas extracelulares (VEs) medeiam a comunicação 
celular e exercem diferente atividade biológica por troca de informação molecular 
(ácidos nucleicos, proteínas...) a células recetoras, podendo modificar fenótipos 
celulares e condicionar a progressão tumoral. 
Objetivos: Analisar o conteúdo de mRNAs derivados de VEs de uma linha celular de 
CCR e o seu potencial na modificação do fenótipo celular de uma linha celular de 
fígado. 
Material e Métodos: Como modelo in vitro foram usadas as linhas celulares HCT116 
(CCR) e SK-HEP1 (hepatocarcinoma). O isolamento de VEs de HCT116 (VEs-
HCT116) foi realizado pelo Total Exosome Isolation Reagent (Thermo Fisher 
Scientific®) e validado por TEM. A quantificação dos níveis de mRNA (celulares; Evs-
HCT116) de LAT1, ASCT2, EGFR, HIF1A, CXCR4, VEGFA foi realizada por PCR 
quantitativo em tempo real.  Avaliou-se a expressão dos níveis proteicos de LAT1, 
ASCT2 e dos níveis de mRNAs do perfil acima mencionado na linha celular SK-HEP1 
após uptake de VEs-HCT116. O efeito funcional ao nível da proliferação celular (WST-
1 assay kit- ABCAM®) e wound healing foram analisados na linha SK-HEP1.  
Resultados: A HCT116 apresenta um aumento de expressão de LAT1 e ASCT2 
comparativamente à SK-HEP1, verificando-se níveis aumentados de mRNA LAT1 
(P=0,001), ASCT2 (P=0,001), HIF1A (P=0,017), CXCR4 (P<0,001) e de VEGFA 
(P<0,001). Verificamos a presença dos mRNAs LAT1, ASCT2, EGFR, HIF1A, CXCR4 
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e VEGFA nas VEs-HCT116, sendo que a adição destas originou um aumento da 
expressão de LAT1 e dos níveis de mRNA de LAT1 (P=0,049) e VEGFA (P<0.001) na 
SK-HEP1 após 24 horas de incubação. Este uptake resultou também num aumento da 
proliferação, verificado pelos ensaios de WST-1 e wound healing.   
Discussão/Conclusão: Observamos a presença de TAA em VEs-HCT116 e de 
mRNAs associados a um fenótipo de agressividade, com capacidade de modificar o 
fenótipo celular da linha recetora. Deste modo, os transportadores LAT1 e ASCT2 
analisados poderão ser potenciais novos alvos terapêuticos no CCR.  
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