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Resumo

O cancro de prostata (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
estratificacdo dos doentes de acordo com o risco de recorréncia bioquimica. Apos
recorréncia, ou em doentes definidos como de alto risco, € usual a realizagdo da
terapia de bloqueio androgénico (TBA).

Durante o tratamento com TBA, é frequente que num reduzido espaco de
tempo os doentes apresentarem progressao da doenca desenvolvendo assim cancro
de préstata resistente a castracdo (CPRC). O CPRC esta associado a pior
prognéstico, bem como a uma maior mortalidade e morbilidade, existindo limitadas
estratégias terapéuticas. Atualmente, admite-se que durante o bloqueio do recetor de
androgénios (AR), uma das abordagens realizadas no ambito da TBA, possam ser
também ser sobre-expressas outras vias de sinalizacdo, de modo a compensar a
pressdo seletiva induzida no microambiente tumoral. Uma dessas vias de sinalizagéo
é a via EGF/EGFR que leva a ativacdo de diferentes cascatas de sinalizacao celular,
como a PISK/AKT/mTOR e a MAPK/ERK, modulando varios processos celulares,
estando a sua sobre-expressao associada a pior prognadstico.

Atualmente, admite-se que a expressdo do EGFR pode ser modulada genética
e epigeneticamente. Deste modo, a ocorréncia de polimorfismos genéticos funcionais
do gene EGFR podera condicionar a progressao tumoral e a aquisi¢cao de resisténcia a
TBA por potenciarem a sobre-expresséo deste recetor. Por outro lado, altera¢cdes no
perfil de expressdo de microRNAs (miRNAs) em consequéncia da TBA poderédo
modular processos de regulacdo influenciando a expressdo deste recetor. Assim, 0
estudo destas alteragbes durante o desenvolvimento de CPRC mostra particular
interesse, elucidando a influéncia destas na aquisi¢cdo de fenétipos de resisténcia bem
como a sua influéncia na ativacdo de cascatas de sinalizagdo proliferativas. Assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da interac@o de vias de sinalizagéo
proliferativas no desenvolvimento de CPRC, de modo a definir potenciais novos alvos
terapéuticos.

Considerando o potencial papel da via EGF/EGFR na aquisicédo de resisténcia
a TBA analisou-se o efeito funcional do polimorfismo EGFR-216G>T, uma vez que
previamente verificou-se que esta variacao influencia o tempo até desenvolvimento de
CRPC. Foi também avaliada a dindmica das vias de sinalizacdo ativadas pelo AR e
EGFR em diferentes linhas celulares: LNCaP, PC-3, DU-145, e nas DU-145*ic
LNCaP*™", resistentes a bicalutamida (estabelecidas durante o desenvolvimento do

estudo), avaliando-se o perfil de transcricdo (MRNAs e miRNAs) e a capacidade
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metabdlica. Adicionalmente, foram realizados estudos in vivo de modo a se
compreender o beneficio da dupla inibicdo do AR e do EGFR.

No presente estudo observou-se que o polimorfismo genético EGFR-216G>T
apresenta um efeito funcional, sendo que individuos homozigéticos EGFR-216TT
apresentam maiores niveis de expressdo de mRNA de EGFR, assim como dos niveis
de mMRNAs de FOS e C-myc. Para além disso, verificou-se que a exposi¢cao aguda a
bicalutamida na linha celular LNCaP aumentou os niveis de mRNA de EGFR, bem
como os niveis de proteina de EGFR e pEGFR. Similarmente, a adi¢do continua de
bicalutamida na linha LNCaP (LNCaP*) diminuiu os niveis de mRNA PSA e
aumentou a capacidade metabdlica destas células. Na linha celular DU-145*,
observou-se também um aumento da capacidade metabdlica sendo este
acompanhado por um aumento da expressdo de mRNA do EGFR, bem como dos
MRNAs de genes induziveis, FOS e C-myc. Adicionalmente, verificou-se que a adi¢cao
de bicalutamida resultou num aumento dos niveis de mMRNA de mTOR e HIF-2a assim
como num aumento dos niveis do miRNA-21. Relativamente aos estudos in vivo,
observou-se que a dupla inibicdo com bicalutamida e erlotinib é capaz de reduzir para
metade o volume tumoral.

Em concluséo, a inibigdo continua da via de sinalizagcdo do AR leva a sobre-
expressdo de outras vias proliferativas, como a via EGF/EGFR. Adicionalmente,
observamos que doentes homozig6ticos EGFR-216GT/TT apresentam maiores niveis
EGFR, o que Ihes podera potenciar uma progressao tumoral acelerada. Deste modo,
este subgrupo de doentes apresentara um maior beneficio quando submetidos a uma
terapéutica dirigida anti-EGFR. Contudo, o bloqueio do AR influencia também a
ativacdo de targets adicionais, o que revela a complexidade do mecanismo molecular
envolvido na aquisicdo de resisténcia. Cumulativamente, a modificagdo do perfil de
MiRNAs observada em consequéncia da dindmica estabelecida entre 0 AR e EGFR

podera revelar potenciais novos biomarcadores Uteis na monitorizagdo 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*c | NCaP**¢ which were resistant to bicalutamide (established during the
development of the study). In these, the transcription profile (NRNAs 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*c)
decreased the PSA’s mRNA and increased the metabolic capacity of cells. In the DU-
145*P¢ 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-2a 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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Introducao






1. Introducéo

1.1.Cancro: Conceitos Gerais

O cancro é um importante problema de salde publica sendo uma das
principais causas de morte a nivel mundial (1). De acordo com a International Agency
for Research on Cancer (IARC), a incidéncia de cancro ird aumentar, sendo estimada
a ocorréncia de 29,5 milhdes de casos de cancro em 2040, comparativamente aos
18,1 milhdes de casos registados em 2018 (2). Em Portugal, estima-se a ocorréncia 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 Oncolégico Regional do Norte
publicados em 2010, o cancro mais incidente no homem é o da préstata seguido pelo
do pulméo e colorretal. Ja no género feminino, o cancro mais incidente é o cancro de
mama seguido pelo colorretal e o da tirdide (5). Varios fatores sdo apontados como
responsaveis por este aumento acentuado da incidéncia de cancro a nivel global,
destacando-se 0 aumento da populagédo e da esperanca média de vida, assim como
varios comportamentos e estilos de vida, como o tabagismo, hébitos de vida
sedentarios e uma dieta pouco saudavel (6, 7).

O cancro é uma doenca heterogénea que se caracteriza pelo crescimento
anormal de células alteradas (7). Sendo uma doenca genética, o desenvolvimento do
cancro é originado por uma acumulacdo de alteracdes genéticas e epigenéticas que
ocorrem nas células (8). A maioria destas alteragbes carecem de relevancia funcional,
contudo a sua acumulagdo é considerada fator determinante para o desenvolvimento
de cancro (8). As alteracbes genéticas que contribuem funcionalmente para o
surgimento e progressdo do cancro denominam-se alteragfes oncogénicas. Estas
estdo intimamente envolvidas no crescimento celular, promovendo a divisdo celular
descontrolada e induzindo perda de senescéncia, uma vez que alteram passos
fundamentais no ciclo celular, permitindo uma ativacdo constante de vias de
sinalizag¢é@o que contribuem para a proliferacéo celular (9).

A dindmica de interagbes entre fatores genéticos e o ambiente envolvente
desencadeia um processo multifatorial e multifasico que originara a formagéo de uma
neoplasia - carcinogénese. Este processo pode ser dividido em trés principais fases : a
iniciagcdo, a promocao e a progressao (10). A fase de iniciagdo caracteriza-se pelo
surgimento de alteracdes no DNA (deoxyribonucleic acid: DNA) causadas por agentes
guimicos, fisicos ou bioldgicos (virus e/ ou bactérias), ou durante o processo normal
de divisdo celular (10, 11). A fase de promocéo consiste na expansao das células que
passaram pela fase de iniciagdo, sendo um processo que promove O crescimento e

favorece a expansado de células com maior vantagens adaptativas (10, 12). Deste
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modo, a evoluc¢do tumoral inicia-se quando uma Unica célula presente num tecido
normal se transforma e prolifera, originando uma massa tumoral (13). A proliferacdo
dos subclones que apresentam maiores vantagens adaptativas origina uma colénia
heterogénea de células com fenétipos variaveis que podem adquirir um potencial mais
agressivo conforme a ocorréncia de alteracdes genéticas e epigenéticas adicionais
(11). A neoplasia ndo é composta exclusivamente pelos clones com maior vantagem
adaptativa, mas também por numerosos tipos celulares normais, tais como
macrofagos 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 favoravel
ao desenvolvimento e a progressao neoplasica (15).

Existem duas principais classes de genes implicados no desenvolvimento de
cancro: 0s proto-oncogenes e 0S genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes,
em condi¢cdes normais, promovem a divisdo celular (16). Em condi¢ces de neoplasia,
0S proto-oncogenes sofrem alteracbes somaticas, podendo ser mutacoes,
amplificacdes ou translocagbes, dando origem a oncogenes que promovem uma
excessiva proliferacdo celular (17). Os oncogenes codificam fatores de transcricao,
proteinas envolvidas na sobrevivéncia e crescimento celular bem como proteinas
envolvidas na apoptose. Alteragdes nesses genes sdo consideradas dominantes, pois
a alteragcdo de apenas um alelo pode levar a transformacao celular (11). Por sua vez,
0S genes supressores tumorais codificam proteinas que regulam negativamente a
proliferacdo 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 correcdo de erros na fase de
replicacdo do DNA (18, 19). Assim, alteracBes nesta classe de genes, como o0 gene
PTEN (phosphatase tensin homolog), normalmente implicam perda da fungédo que em
condi¢cbes normais iria prevenir a proliferagdo celular descontrolada, a promoc¢éo da
reparacdo do DNA e a ativacdo de checkpoints do ciclo celular (16). Em genes
supressores tumorais, € necessario que ambos os alelos sofram alteragbes para se
verificarem alteracGes da expressao do gene (17).

Durante o processo de carcinogénese, as células tumorais adquirem diversas
caracteristicas que irdo alterar a fisiologia celular e por sua vez determinar um fenotipo
de malignidade, dando-lhes vantagens sobre as células normais (11, 20, 21). Hanahan
e Weinberg sugeriram que, recorrendo a varias estratégias, as células neoplasicas
adquirem um conjunto de capacidades funcionais durante o desenvolvimento da
neoplasia. Essas caracteristicas, conhecidas como Hallmarks of Cancer,

compreendem a capacidade das células neoplésicas terem autossuficiéncia de fatores
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de crescimento, potencial replicativo ilimitado, evasdo a apoptose, capacidade de
evitar a acdo de supressores de crescimento, inducdo de angiogénese e capacidade
de invasdo local e formacdo de metastases (20). Recentemente, Hanahan e Weinberg
propuseram novos Hallmarks tendo em conta o importante papel do microambiente
tumoral para a progressao do cancro: a capacidade das células neoplasicas evitarem
a sua destruicdo pelo sistema imune, a desregulacdo do metabolismo celular, a
promocado da inflamagdo e a instabilidade genética que ira promover o
desenvolvimento tumoral (Figura 1) (21).

Autossuficiénciade Evtar a agdo de
fatores de supressoresde
crescimento crescimento

Evitar a destruigcdo
pelo sistema imune

Desregulagdo do
metabolismo celular

Potencial
replicatve
limitado

Escapara
apoptose

Instabiidade gendmica
¢ mutagdes

Invasdoe
angwogénese metastzacéc

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

Embora nas Ultimas décadas tenham sido significativos os avangos na
compreensdo da biologia molecular do cancro, esta doenga continua a estar associada
a elevadas taxas de incidéncia e mortalidade no mundo. Este facto fundamenta a
necessidade de se aprofundar a investigacdo na area da oncologia, permitindo ndo so

melhorar o conhecimento dos processos moleculares inerentes a carcinogénese,

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

O cancro da prostata (CaP) é o segundo cancro mais incidente a nivel 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 Oncoldgico Regional
do Norte), em Portugal observa-se a mesma tendéncia, sendo que o CaP € o cancro
mais incidente no homem (25).

o
.

[ I
ASR (World) per 100 000

I =690

I 49.7-69.0

N 35.4-49.7
24.4-35.4
10.6-24.4 mmm Notapplicable
<10.6 No data

Figura 2 — Incidéncia do cancro da préstata no mundo (Globocan 2018, IARC) 2,

As taxas de incidéncia de CaP s&o muito varidveis observando-se as mais altas
taxas no Norte e Oeste da Europa (6). De acordo com a literatura, esta maior
incidéncia parece estar associado ao uso generalizado do teste do doseamento do
antigénio especifico da préstata (prostate specific antigen: PSA) como método de
screening bem como a predominancia de uma popula¢do mais envelhecida (26, 27).

O uso generalizado deste biomarcador podera estar a contribuir para um
sobrediagnoéstico e sobretratamento de casos indolentes, levando a um aumento do
namero de casos tratados (28). Os resultados anormais do exame do toque retal
associado ao doseamento dos niveis de PSA com valores elevados levam a suspeita
de CaP. Contudo, o diagnéstico s6 é estabelecido apds confirmacéo histopatol6gica
de amostras de tecido colhidas por biépsia (27, 29, 30).

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

historia familiar da doenca e a etnia estdo associadas a um aumento do risco de CaP,
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sugerindo predisposicdo genética para o desenvolvimento da doenca. No entanto,
apenas 9% dos doentes com CaP apresentam predisposi¢do genética (27, 31). Varios
sdo os outros fatores de risco implicados no desenvolvimento de CaP, sendo o
principal a idade avancada. E importante referir que a obesidade esta associada a um
aumento do risco de CaP com fendtipo mais agressivo e, por outro lado, a atividade
fisica estd associada a um risco diminuido para desenvolver CaP (7, 32). Bono e
colaboradores reportaram que o microbioma gastrointestinal alterado e inflamagdes
intra-prostaticas sao igualmente fatores de risco para o desenvolvimento de neoplasia
uma vez que o recrutamento de células inflamatérias pode promover danos na dupla
cadeia do DNA (33).

A transformacéo neoplésica da prostata € um processo multifasico iniciando-se
como neoplasia prostéatica intraepitelial (prostatic intraepitelial neoplasia: PIN), que é
caracterizada pela proliferacdo de células da camada luminal com displasia ao longo
dos ductos. Esta € seguida da neoplasia da préstata localizada que por sua vez
podera progredir para adenocarcinoma prostatico avancado com invasdo local a
medida que a camada basal das células é degradada e as células neoplasicas
invadem a lamina basal. Este processo pode culminar em desenvolvimento de CaP
metastatico, sendo 0 0sso o local mais comum de ocorréncia de metastiza¢do (Figura
3) (34, 35).

f Neoplasia \ 3 )
\ Epitélic normal l . prostatica I { Adenocarc:qoma } < Adenocarcinoma . Metastases |
[ ‘ (latente)
intraepitelial / /
| Iniciagde / Progressdo | ‘ Tratamento l

Figura 3 — Carcinogénese da prostata (adaptado de Shen MM e colaboradores, 2010) ©9),

Por ser muito heterogéneo e apresentar um comportamento variavel, o CaP
representa um enorme desafio na prética clinica. Assim, os niveis séricos de PSA, a
estratificagdo de Gleason bem como a mais atual estratificacdo da International
Society of Urological Pathology (ISUP) revelam-se fatores chave para a orientacdo
terapéutica (27, 30).

A classificacdo de Gleason é um sistema de classificacdo usado para
determinar a agressividade do CaP de acordo com as caracteristicas histopatolégicas

do tecido. Baseada na aparéncia celular, esta classificacdo varia de 1 a 5, sendo
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Gleason grau 1 a forma que tem uma apresentacao bem diferenciada e que apresenta
um prognostico mais favoravel, e Gleason grau 5 a forma mais indiferenciada e que
esta correlacionada com um pior prognostico (30, 36). Uma vez que o0sS
adenocarcinomas da prostata podem apresentar mais do que um padrdo de Gleason
devido a heterogeneidade intratumoral, criou-se a pontuacédo de Gleason, que consiste
na soma de dois graus de Gleason e tem como objetivo a melhor compreenséo do
comportamento bioldgico do CaP (36).

Nos ultimos anos, a ISUP trouxe mudancgas significativas a classificacdo de
Gleason permitindo uma estratificagcdo mais precisa de um subconjunto clinicamente
heterogéneo de doentes incluidos no grupo de risco intermédio. A adocdo do atual
sistema de classificacdo ISUP, definindo a divisdo dos cancros de pontuagdo de
Gleason 7 em ISUP grau 2 e ISUP 3, devido ao seu impacto prognéstico distinto
refor¢a essa separacdo do grupo de risco intermédio em um grupo de risco intermédio
favoravel e risco intermédio desfavoravel (27, 37, 38). Dados clinicos apoiam esta
distincdo entre diferentes categorias de doentes com risco favoravel e desfavoravel
dentro do grupo de risco intermédio uma vez que o CaP de risco intermediario
apresenta um comportamento heterogéneo, apresentando diferengas no prognostico
favorecendo a utilizagéo de diferentes abordagens terapéuticas 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 classificacdo dos doentes de acordo com o risco que apresentam
para recorréncia bioquimica baseia-se no grau de Gleason e no grau de ISUP,
baseando-se também nos niveis de PSA e no sistema de estadiamento TNM (42). O
sistema de estadiamento TNM tem por base no tumor primario (T), o envolvimento de

nédulos linfaticos (N) e a presenca de metastases (M) (42) (Tabela 1).

Tabela 1 - Estratificagdo dos doentes com CaP de acordo com o risco que apresentam para a
recorréncia bioquimica (adaptado de Mottet N. e colaboradores, 2017) “2),

Localizado Localmente avancado
Baixo risco Risco intermédio Alto risco Alto risco
- PSA <10 ng/mL -PSA 10 -20ng/mL | - PSA > 20 ng/mL - Qualquer PSA
- Pontuacéo de - Pontuacéo de - Pontuacéo de - Qualquer pontuacao
Gleason <7 Gleason 7 Gleason > 7 de Gleason
- ISUP grau 1 - ISUP grau 2/3 - ISUP grau 4/5 - Qualquer grau ISUP
-T1l-2a -T2b -T2c - 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 néo
beneficiar de tratamentos mais invasivos por apresentarem um CaP com um
comportamento indolente (27). Desta forma, para evitar tratamentos invasivos, séo
indicadas duas estratégias: vigilancia ativa e espera vigilante (27, 30). Para o
tratamento de CaP localizado, sdo véarias as opcdes terapéuticas 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 irdo desenvolver metastases. Para além disso, existe um grupo de doentes
que j& apresentam metastases no momento do diagndstico (44, 45). Para os doentes
com CaP que exibem recorréncia bioquimica apds o tratamento primario, ou 0s
doentes de alto risco, a terapia de blogueio androgénico (TBA) é a abordagem
terapéutica mais comum (27).

A TBA tem por objetivo bloquear a producdo ou impedir a agdo dos
androgénios impossibilitando a sua ligacdo com o recetor de androgénios (androgen
receptor: AR) tendo em vista o bloqueio da via de sinalizagdo dos androgénios, ja que
o CaP apresenta uma dependéncia de androgénios para a sua proliferacédo (46, 47).
Atualmente, admite-se que o AR desempenha um papel fundamental ndo s6 no
desenvolvimento, mas também na progressdo de CaP, podendo ser a reativacdo da
via de sinalizagdo dos androgénios considerada como um dos mecanismos de
progressao do cancro de préstata resistente a castracdo (CPRC) (48). Assim, a TBA
compreende agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante (aLHRH),
antagonistas da LHRH e anti-androgénios. Os aLHRH atuam ao nivel da hipdfise
suprimindo a producao da hormona luteinizante (LH) bem como da hormona foliculo-
estimulante (FSH) levando ao bloqueio da producdo de testosterona (27). Os
antagonistas da LHRH, menos usados, ligam-se imediatamente aos recetores LHRH
provocando uma diminuicdo nos niveis de LH, FSH e testosterona (27). Ja os anti-
androgénios competem com o androgénio para a ligacdo ao AR inibindo desta forma o
crescimento das células neoplasicas e induzindo a apoptose (27, 47). A bicalutamida é
um anti-androgénio ndo-esteroide que € amplamente utilizado na TBA, uma vez que
demonstrou ter menos efeitos adversos comparativamente a outras classes de
farmacos usados na TBA particularmente ao nivel da protecdo o6ssea (49). O
tratamento com bicalutamida em CaP localizado demonstrou um beneficio significativo
no tempo até a progresséo (50).

No entanto, e apesar de os doentes submetidos a TBA demonstrarem remissao
radioldgica, clinica e biologica, a maioria deles deixa de responder num curto periodo

de tempo, compreendido entre 18 a 36 meses, progredindo para um estado de cancro
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de proéstata resistente a castracdo (CPRC), que esta associado a limitadas opc¢des

terapéuticas (45, 51).

1.2.1. Cancro da préstata resistente a castracdo: mecanismos

moleculares associados

De acordo com a literatura, existem varios mecanismos de resisténcia
envolvidos na progressédo do CaP e estes variam ndo s6 entre doentes, mas, devido a
heterogeneidade intratumoral e a evolucdo da doenca induzida pela pressao seletiva
do tratamento, podem observar-se mecanismos diferentes no mesmo doente (38).
Admite-se que as células neoplasicas desenvolvam varias estratégias de forma a
escapar a apoptose induzida pela TBA e muitos desses modelos propostos para
aquisicado de um fenotipo de resisténcia consistem em adaptagdes funcionais do AR e
de interag&o deste com outras vias de sinalizacao celular (52-56).

O AR tem um papel preponderante na organogénese masculina, sendo
necessério para a diferenciagdo e crescimento e exercendo uma funcéo regulatéria
indispensavel no desenvolvimento da préstata e na manutencdo da sua normal
fisiologia (47, 54). Este recetor controla a transcricdo de um painel de genes
implicados no crescimento das células da préstata, podendo a sua sobre-expressao
promover a proliferacdo de CaP e a formacado de metastases (49). O gene que o
codifica encontra-se localizado no cromossoma X e este recetor nuclear pertence a
familia de recetores de hormonas esteroides (47, 52). O AR compreende quatro
dominios funcionais diferentes: o dominio amino-terminal, o dominio de ligacdo ao
DNA (DLD), a regido hinge e o dominio de ligagdo ao ligando (DLL), sendo os seus
ligandos a di-hidrotestosterona (DHT) e a testosterona (52, 57). Na auséncia da
ligagdo do ligando, quando este ndo se encontra ativo, o AR encontra-se no
citoplasma associado a proteinas do citoesqueleto, heat-shock proteins e a
chaperonas.

Segundo o modelo canonico da ativagdo da via de sinalizacdo do AR, assim
gue ocorre a ligacdo do ligando, o AR sofre alteracdes conformacionais que causam a
dissociacdo dos complexos associados ao AR, dimerizacdo e a sua fosforilacdo
permitindo a sua translocacao para o nucleo, onde se liga aos elementos responsivos
ao androgénio e inicia a transcricdo (52, 57, 58). Muitas das respostas celulares aos
androgénios ndo se enquadram no modelo de ativacdo candnico e ndo requerem
transcricdo mediada pelo AR (57). Neste caso de sinalizacdo, 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 sinalizacdo MAPK/ERK (59). Essas acdes levam
a um aumento da proliferagdo e da sobrevivéncia celular por meio de rapida
transducéo do sinal (57, 59, 60).

Existem diversos mecanismos de aquisicdo de resisténcia a TBA e
consequente progressédo do CaP dependentes do AR, nomeadamente a amplificacédo
ou mutacdes do gene, desregulacdo da expressdo dos seus complexos regulatorios,
variantes de splicing alternativas do gene e ativacdo por parte de fatores de
crescimento ou citoquinas (51, 52, 54, 61).

A amplificac@o do gene AR é uma das alteracdes genéticas mais comummente
observada, ocorrendo em mais de 80% dos casos de CPRC (52). Esta amplificagcédo
permite que a via do AR seja ativada na presenca de baixos niveis de androgénios
sendo, portanto, uma via de resisténcia conhecida como via da hipersensibilidade (52,
53). Nao sdo somente a amplificacdo do gene e a expresséo elevada de mRNA que
aumentam os niveis da proteina AR, mas o aumento do tempo de semi-vida da
proteina contribui para os niveis elevados de AR observados em CPRC. Através da
amplificacdo génica e da atividade transcripcional aumentada é assegurada a sobre-
expressao do AR o que induz a sua hipersensibilidade a baixos niveis de androgénio,
podendo assim as células neoplésicas proliferarem mesmo com baixas concentrages
de androgénios. (52, 53).

Por outro lado, apesar de raras numa fase inicial de CaP, as mutac¢des no gene
do AR sdo comuns no CPRC e podem levar a ocorréncia de uma menor
especificidade do AR ao ligando - um mecanismo de resisténcia também chamado por
via da promiscuidade (52, 53). As ocorréncias de mutacfes resultam num aumento da
atividade do AR na presenca de baixos niveis de androgénios e podem diminuir a
especificidade do AR ao ligando, o que faz com que a via seja ativada na presenca de
outros esteroides ndo-androgénicos (52). Mutacdes no AR tém ainda a capacidade de
transformar os antagonistas do recetor em potenciais agonistas aumentando a
atividade da via (53, 54).

O recrutamento de varios complexos co-regulatorios 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 niveis
reduzidos (55). Quando o recetor de androgénios interatua com co-ativadores verifica-
se uma ativagdo anormal do AR o que ira 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

conformagdo 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 auséncia de androgénios (55).

Variantes de splicing alternativos do gene do AR também demostram
desempenhar um papel importante ndo sé na aquisicao de resisténcia a TBA como
também na progresséo para CPRC (61). As variantes do recetor de androgénio (AR-V)
sdo formas truncadas do AR que perdem o DLL sendo, portanto, formas do AR
transcripcionalmente ativadas independentemente da presenca ou auséncia da ligacéo
com o ligando ou do efeito de antagonistas (61). AR-V7 € a variante mais frequente e
abundante em CPRC e esta associada a maior malignidade e sobrevivéncia reduzida
(53).

A ativagdo do AR por fatores de crescimento ou citocinas, na auséncia de
androgénios, também esta implicada na aquisicdo de resisténcia, uma vez que sdo
ativadas vias de sinalizagéo celulares que limitam a apoptose e facilitam o crescimento
celular (52). Sdo exemplos disso a perda do gene supressor tumoral PTEN que esta
associado ao crescimento celular bem como com a progressdo para CPRC e a via de
sinalizagdo 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 importancia na proliferacdo celular. Varios
estudos foram realizados com o propésito de clarificar o papel do AR em CPRC
utilizando diferentes linhas celulares de CaP com diferentes niveis de dependéncia de
androgénios (62, 63). As linhas PC-3 e DU-145 sdo consideradas linhas com pouca
dependéncia de androgénios. No entanto, estudos demostram que estas linhas
expressam niveis detetaveis de mRNA e de proteina de AR que aumentam apds o
tratamento com DHT (62, 64). Por sua vez, Vicentini e colaboradores, recorrendo a
varias linhas celulares de CaP, como LNCaP, PC-3 e DU-145, demonstraram que a
bicalutamida apresentou a capacidade de inibir a proliferacdo celular quer em células
gue expressam o AR, quer em células que demonstram baixa dependéncia de
androgénios (53). Também Koukourakis e colaboradores, recorrendo as 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, 0 que podera indicar a existéncia de vias de proliferacdo alternativas
que ignorem a via do recetor de androgénios (54).

Outro mecanismo proposto para a aquisicdo de um fendtipo de resisténcia a
TBA consiste na producéo persistente de androgénios (43, 46). Os niveis intratumorais
de androgénios presentes no microambiente demonstram ser suficientes para manter
a via de sinalizacdo pelo AR, sugerindo que existam locais alternativos para a

producdo de androgénios como é o exemplo da glandula suprarrenal. Estes
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percursores androgénicos, uma vez que sao sintetizados pelas glandulas suprarrenais,
ndo sao afetados pela TBA. A passagem para um estado de resisténcia a castracéo
envolve a sobrerregulacdo de véarias enzimas esteroides o que leva a uma maior
producdo de androgénios intratumorais (43, 46).

Para além disso, a sobre-expressao de recetores e fatores de crescimento,
alteracdes oncogénicas ou a inativacdo de genes supressores tumorais estao
implicados no desenvolvimento e aquisicao de um fenétipo de resisténcia, igualmente
alteracbes em vias de sinalizagdo intracelulares estdo envolvidas no processo de
desenvolvimento e progressédo de CaP (51). No CaP observam-se niveis anormais de
fatores de crescimento no tecido tumoral, ndo secretados pelas células neoplésicas,
mas também por células presentes no microambiente tumoral, de que sdo exemplo os
fibroblastos, células estromais e constituintes da matriz extracelular (50).

Deste modo, outras vias de sinalizagdo poderdo ser ativadas, levando a
progressao de doenca para CPRC (54).

Alteragbes na via PI3K/AK/mTOR, incluindo alteragbes de copy number,
mutagOes e expressdo alterada de varios componentes desta via, sdo relatadas em
42% dos tumores da préstata primarios e em 100% dos tumores metastaticos (65).
Estas alteragbes levam a um aumento da atividade desta via, que por sua vez esta
implicada na tumorigénese, na resisténcia as terapias e na progresséo para doenca
metastatica (66, 67). A perda do gene supressor tumoral PTEN, um regulador negativo
desta via, € normalmente encontrada em doentes com CaP metastatico (43). O mTOR
€ um efetor downstream da via de sinalizagdo PI3K/AKT que pode ser ativado por
alteracdes genéticas, como por exemplo a perda de funcdo do PTEN, que permite a
ativacdo do PI3K e, que por sua vez regula positivamente a ativacdo do AKT e
consequentemente do mTOR (56). Para além disso, também ja se encontra descrito
na literatura que a expressao dos fatores induziveis de hipéxia (HIF: Hypoxia-inducible
factors) é dependente da expressdo de mTOR (68). Os HIF sdo compostos por uma
subunidade a (HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a) e por uma subunidade B (HIF-1B) (68). De
facto, a sobre-expressdo destas vias desempenha um papel importante na
tumorigénese uma vez que estdo envolvidas em diferentes processos celulares como
a angiogenese, proliferacdo celular, formacdo de metastases e aquisicdo de
resisténcia as terapias (69).

Deste modo, a implementacdo de novos esquemas terapéuticos recorrendo a
terapias dirigidas ao mTOR, poderdo ser uma mais valia para doentes com CPRC.
Atualmente, j& existem varios estudos que tentam elucidar o efeito de inibidores do
MTOR em combinagcdo com a TBA em doentes com CaP, tendo esta dupla inibicdo

diminuido a capacidade proliferativa das células tumorais (70-73).
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Do mesmo modo, a ativacdo da via do recetor do fator de crescimento
epidérmico (epidermal growth factor receptor: EGFR) demonstra ser uma importante
via de sinalizacdo oncogénica, envolvida na diferenciacao e proliferacdo celular (74). A
expressao de mRNA de EGFR é baixa em tecidos de prostata normal, contudo este
recetor € altamente expresso em tecidos de CaP primarios e metastaticos (60).
Estudos em CaP demonstram que a sobre-expressao e ativacao da via do EGFR esta
implicada no desenvolvimento da doenca bem como na progressdo para CPRC,
estando esta via frequentemente aumentada em estadios avancados da doencga, quer
pelo aumento da expresséo deste recetor quer pelo aumento dos seus ligandos (66,
75-78). Muga e colaboradores verificaram que um aumento da expressdo de EGFR
em CaP, estando este aumento associado a fatores de pior progndstico, uma maior
pontuacdo de Gleason e a progressdo para CPRC (79). Estudos anteriormente
realizados no nosso grupo demonstraram que diferentes niveis dos ligandos do EGFR
podem influenciar a resposta & TBA, originando a hip6tese de que a modulagdo da via
EGF/EGFR poderia afetar o desenvolvimento de CPRC (76, 77).

1.3.Modulacéo da via de sinalizacdo do EGFR e progressao para CaP

O EGFR é uma glicoproteina transmembranar que pertence a familia de
recetores ErbB da qual fazem parte os recetores EGFR, HER2, HER3 e HER4 (52). A
ativacdo do EGFR é induzida por ligando o que leva a dimerizagédo do recetor, sendo
conhecidos varios ligandos capazes de o ativar, tais como o fator de crescimento
epidérmico (EGF), o transforming growth factor alpha (TGF-a), a epiregulina (EPR)
entre outros (52).

A ativacdo do EGFR induz a ativacdo de varias cascatas de sinalizagcéo
intracelulares que incluem as vias KRAS-BRAF-MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR, STAT e
fosfolipase C gama (52). Estas vias de sinalizacdo intracelulares modulam a
transcricdo genética estimulando a proliferacdo celular, angiogénese, migracédo e a
inibicdo 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 pulméo (58). Assim, o
bloqueio do EGFR, dada a importancia desta via proliferativa, € uma estratégia
terapéutica usada em varios tipos de tumores solidos (80). Das terapéuticas usadas
para o blogueio deste recetor fazem parte anticorpos monoclonais, de que € exemplo

0 cetuximab, e também os inibidores de tirosina-cinase, de que é exemplo o erlotinib
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(58). No entanto, ainda ndo faz parte da prética clinica 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 expressao de EGFR pode ser modulada genética ou epigeneticamente, pela
ocorréncia de polimorfismos genéticos ou pela modificacdo do padrdo de expressao
de microRNAs (miRNAs), respetivamente (76, 77, 82). A compreensdo dos
mecanismos que levam a uma expressao alterada desta via podera auxiliar a clarificar
0 processo molecular associado a um fenétipo de maior malignidade bem como o
processo que culmina na aquisicao de resisténcia a TBA.

No contexto da Oncologia, os biomarcadores, genéticos e/ou epigenéticos, sao
importantes na pratica clinica dado que auxiliam no diagnéstico precoce da neoplasia,
na estratificagdo do risco de recorréncia e na monitorizagdo da resposta as terapias e
consequentemente da progresséo da doenca (83-85).

Os polimorfismos genéticos sdo variagbes no DNA cuja variante menos
frequente esta presente em pelo menos 1% da populacdo (84, 86). Os polimorfismos
mais frequentes no genoma sdo os single nucleotide polimorphysms (SNP) que
consistem na alteracdo de uma unica base e admite-se a sua ocorréncia a cada 600pb
(84). Séo a maior fonte de variabilidade individual e, dependendo da sua localizacéo,
tém efeitos biol6gicos distintos (84). Assim, os SNPs podem ser silenciosos, nao
causando qualquer alteracdo na proteina, ou podem ser responsaveis por mudanca de
aminodcidos e levar a alteracdes estruturais e funcionais. Quando estes se encontram
localizados em regifes promotoras de genes podem influenciar a ligacdo de fatores de
transcricdo, podendo aumentar ou diminuir a ligacdo destes (84, 87). Uma vez que os
SNPs podem levar a alteracbes da expressdo génica, estes podem ser
correlacionados com o risco de cancro (88).

A utilizagdo de SNPs como biomarcadores moleculares, revela-se uma
estratégia util na definicdo de grupos de risco para o desenvolvimento de cancro, bem
como na definicdo de grupos de risco que irdo apresentar diferentes respostas a
terapia (84). Os SNPs podem ser igualmente preditivos do outcome clinico dado que
determinados SNPs sdo marcadores de bom ou mau prognéstico, podendo ser usados
como preditivos da resposta ao tratamento, permitindo uma orientacdo do tratamento
mais personalizada (84, 86).

O gene do EGFR é altamente polimérfico, podendo a sua expressao ser
modulada por SNPs na regido 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 & TBA e demonstra estar implicado no
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