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Resumo

Resumo

O cancro da prostata representa um dos tipos de cancro mais frequente em individuos do
sexo masculino em Portugal e a nivel mundial. As alteragdes genéticas e epigenéticas sao
carateristicas de quase todos os tumores malignos, apesar de ainda ndo terem sido
totalmente identificadas, estas encontram-se na base dos mecanismos moleculares

envolvidos na carcinogénese do cancro da prostata.

A identificacdo das alteragdes genéticas e epigenéticas envolvidas no desenvolvimento e
progressdo do cancro da prostata torna-se cada vez mais importante ndo s6 na
identificacao de novos alvos terapéuticos, como também na dete¢ao de biomarcadores de

prognostico e diagndstico.

O antigénio especifico da prostata (PSA) continua a ser o biomarcador mais utilizado para
o rastreio do cancro da prostata. Todavia, o aumento dos niveis de PSA nao ¢ especifico
da patologia maligna, sendo observado também em situacdes benignas especificas. Assim
torna-se premente a identificagdo de outros biomarcadores tumorais para o cancro da
prostata, podendo ser detetados a partir do RNA ou de alteragdes genéticas ou

epigenéticas de DNA.

Nesta revisao bibliografica, o principal objetivo baseou-se em tentar correlacionar novos
fatores genéticos e possiveis polimorfismos, nomeadamente genes como o MTHFR,
KLK3 ou PSA e os genes GSTM1, GSTT1 e GSTPI da familia GST, de forma a avaliar a
existéncia de interligacdo entre os genes considerados e o aumento da suscetibilidade ao

cancro da prostata.

Assim considera-se extremamente importante proceder ndo sé a identificacdo e
caraterizagdo de genes, mas também a analise de polimorfismos nos mesmos, de modo a
que o diagndstico e o respetivo tratamento sejam realizados o mais precocemente

possivel, melhorando assim a qualidade de vida do doente.

Para proceder a elaboracdo da presente monografia, foram pesquisados cerca de 180
artigos entre as datas 1999 e 2016, nas seguintes bases de dados: ScienceDirect, PubMed,

Google Scholar e b-on.

Palavras-chave: cancro da prostata, biomarcadores tumorais, fatores genéticos,

polimorfismos
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Abstract

Abstract

Prostate cancer is one of the most common types of cancer in males, in Portugal and
worldwide. Genetic and epigenetic alterations are characteristic of almost all malignant
tumors, and although they have not yet been fully identified, these represent the basis of

the molecular mechanisms involved in prostate cancer carcinogenesis.

The identification of genetic and epigenetic alterations involved in the development and
progression of prostate cancer is becoming increasingly important, not only in the
identification of new therapeutic targets but also as mean of detection of prognostic and

diagnostic biomarkers.

The prostate specific antigen (PSA) remains the most commonly used biomarker for
prostate cancer screening. However, PSA levels increase is not specific for malignancy,
being also observed in specific benign situations. So it is urgent to identify other tumor
biomarkers for prostate cancer that can be detected from RNA or DNA genetic or

epigenetic changes.

In this review, the main purpose was trying to correlate new genetic factors and possible
polymorphisms — including genes such as MTHFR, KLK3 or PSA and GSTM1, GSTTI
and GSTPI GST family —, in order to assess the existence of a connection between the

mentioned genes and increased susceptibility to prostate cancer.

Thus is considered of extreme importance to make not only the identification and
characterization of genes, but also to the analyze the present polymorphisms, in order to
provide a diagnosis and an appropriate treatment as soon as possible, thereby improving

the patient's quality of life.

For the purpose of the present paper about 180 papers were analyzed, from between 1999
and 2016, on the following data bases: ScienceDirect, PubMed, Google Scholar and b-

on.

Keywords: prostate cancer, tumoral biomarkers, genetic factors, polymorphisms
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Introducdo Teorica

1. Introducao Teorica

A medida que a esperanga média de vida aumenta, ndo s6 em Portugal, mas em todo o
mundo, tem-se verificado um aumento da incidéncia do cancro da prostata. O cancro da
prostata representa um dos tipos de cancro mais frequente em individuos do sexo

masculino (Ferlay et al., 2014; Umbreit et al., 2012).

Tal como noutros tipos de neoplasia, o cancro da prostata também se caracteriza por um
crescimento descontrolado de células. Neste caso, o cancro desenvolve-se a partir de
células glandulares que produzem o sémen e o crescimento anormal de células forma
massas tumorais que vao aumentando de tamanho ao longo do tempo, o que leva a uma
atrofia da prostata, impedindo que esta realize as fungdes normais (Matos et al., 2015;

Nunes, Pimentel, Pina, & Rolo, 2010; Sousa & Lopes, 2007).

Ao contrario dos outros tumores, o cancro da préstata tem uma evolu¢ao muito lenta, o

que leva a um aparecimento tardio dos sintomas (Gartner & Hiatt, 2006).

Existem alguns fatores de risco que parecem contribuir para o desenvolvimento do cancro
da prostata, como a dieta rica em acidos gordos polinsaturados e predisposicao familiar.
No entanto, o principal fator de risco ¢ a idade, este tumor raramente ¢ encontrado em
homens com idade inferior a 40 anos e aumenta significativamente a incidéncia por cada
década de vida (Bostwick et al., 2004). Para além dos fatores descritos anteriormente,
ainda se pode considerar a raca dos individuos, fatores ambientais, o tabagismo e o

elevado consumo de lacticinios (Bostwick et al., 2004).

Torna-se cada vez mais importante proceder a identificagdo e caracterizacao de genes,
nomeadamente a analise de polimorfismos nos genes, de modo a que o diagnostico ¢ a

respetiva terapéutica sejam realizados o mais precocemente possivel.

Nesta introducao teorica, irei salientar a morfologia e anatomia da prostata, bem como as

patologias mais comuns da mesma, dando énfase ao cancro da prostata.

Também serdo abordados alguns fatores genéticos associados a este tipo de cancro,

focando os polimorfismos mais frequentes de cada gene considerado.

Por fim, irei mencionar o tratamento do cancro da prdstata, salientando as principais

terapéuticas instituidas.
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1.1 Prostata

A prostata ¢ uma glandula exdcrina, integrante do aparelho reprodutor masculino, que
tem como funcao a producao de sémen. Esta glandula ¢ alvo de varias patologias, como
por exemplo a hiperplasia benigna da prdstata, prostatite e ainda o cancro da prostata

(Patricio, 2015; Sousa & Lopes, 2007).

1.1.1 Anatomia

A glandula prostatica tem a forma de uma piramide arredondada, fibromuscular que
circunda o comego da uretra masculina, pesa cerca de 20g e normalmente ¢ de 4 cm de

comprimento e 4-5 cm de largura (Hacking & Maingard, 2015; Umbreit et al., 2012).

Habitualmente tem o tamanho de uma noz e ¢ envolvida por um revestimento externo, a

capsula prostatica (Muruve, 2013; Patricio, 2015).

Esta localizada a frente do reto entre a bexiga e o esfincter externo, mais concretamente
no nivel inferior da pelve menor, na regido pélvica, posterior a sinfise pubica, anterior a
ampola do reto, superior a membrana perineal e inferior a bexiga (Figura 1) (Muruve,

2013).
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Figura 1: Localizacdo anatomica da prostata (adaptada de Standring et al., 2008).
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A prostata apresenta uma base que se encontra em continuidade com a bexiga,
envolvendo a por¢do inicial da uretra e um épice, inferior que rodeia o esfincter uretral

(Hacking & Maingard, 2015; Muruve, 2013).

Em relagdo a inervagao da prostata, esta € inervada por nervos periféricos que provém do
plexo prostatico, formados por fibras nervosas parassimpaticas que tém origem dos
nervos esplancnicos pélvicos (derivados de S2 a S4) e por fibras nervosas simpaticas dos
plexos hipogastricos inferiores (localizados na coluna toracica, de T11 até a lombar, L.2)
que se situam no musculo liso, que circunda os ductos e os 4cinos glandulares. A

inervacao prostatica controla a mic¢do e a ejaculacdo (Standring et al., 2008).

A irrigacdo sanguinea da prostata ¢ feita principalmente a partir da artéria vesical inferior,
que se origina da artéria iliaca interna (hipogastrica), originando dois grupos de ramos de
artérias, a uretral e a capsular (Muruve, 2013; Ovalle & Nahirney, 2013; Standring et al.,
2008).

O sangue venoso da prostata ¢ drenado através do plexo puboprostitico e vesico-
prostatico, para as veias vesical e hipogéstrica. Este plexo recebe contribui¢des da veia
dorsal profunda do pénis e de diversas veias prostaticas, que afluem para o plexo venoso

dorsal sobre a capsula protatica (Ovalle & Nahirney, 2013).

A drenagem linfatica realiza-se através de vasos linfaticos prostaticos, que drenam tanto
para os ganglios linfaticos iliacos internos, como para os iliacos externos, sacrais e
lombares, constituindo a rede peri-prostatica (Schunke, Schulte, Schumacher, Voll, &

Wesker, 2013; Standring et al., 2008).

As vesiculas seminais estdo localizadas entre a bexiga e o reto, obliquamente acima da
base da prostata, apresentando um orificio que comunica com o ducto ejaculatorio,
através da juncdo dos canais deferentes de cada vesicula seminal (Figura 2) (Hacking &

Maingard, 2015; Kim & Kim, 2013; Muruve, 2013; Ovalle & Nahirney, 2013).
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Figura 2: Localizacdo posterior da prostata, bexiga e vesiculas seminais (adaptada de Ovalle & Nahirney,

2013).

A prostata divide-se em quatro zonas anatdmicas distintas, que possuem grande
importancia morfologica, funcional e anatdmica. Das quatro zonas, trés sdo compostas
por tecido glandular, nomeadamente a zona de transi¢do, a zona central e a zona
periférica, e uma por tecido ndo glandular, a zona ou estroma fibromuscular anterior

(Figura 3) (Fine & Mehra, 2015; Ovalle & Nahirney, 2013).

A zona de transi¢do ¢ responsavel por 5 a 10% do volume da préstata normal, rodeia a
uretra proximal e corresponde a zona onde a hiperplasia benigna prostatica (HBP) se

desenvolve (Shah & Zhou, 2012).

A zona central constitui aproximadamente 30% do volume da préstata normal e envolve

os canais ejaculadores (Fine & Mehra, 2015).

A zona periférica representa cerca de 65% do volume da prostata normal, abrange a regido
posterior e lateral da préstata envolvendo a uretra prostatica distal (Fine & Mehra, 2015).
Esta zona apresenta a maior incidéncia de cancro da proéstata (CP) (Ovalle & Nahirney,

2013).

O estroma fibromuscular anterior, composto por tecido muscular e fibroso, corresponde
a 30% do tecido prostatico total e preenche a face anterior da prostata entre as zonas

periféricas (Hacking & Maingard, 2015; Muruve, 2013).
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Figura 3: As quatro zonas anatomicas da prostata (adaptada de Standring et al., 2008).

O desenvolvimento e crescimento da prostata depende geralmente da existéncia de
hormonas androgénicas, a testosterona, esta encontra-se na circulacido sanguinea, sendo

90% produzida pelos testiculos e a restante pelas glandulas supra-renais (Basu & Tindall,

2010).

A testosterona ¢ transformada em dihidrotestosterona (DHT) na prostata, gracas a 5-a-
redutase, localizada na membrana nuclear. O androgénio mais potente ¢ a DHT, este liga-
se a recetores de androgénio (AR) e induz uma alteracdo na sua conformacao. Essa
alteracdo leva a uma translocacdo do AR para o nucleo e posterior transcri¢do de
sequéncias de genes, denominadas de elementos de resposta aos androgénios (ARE), que
permitem que o AR se ligue a genes alvo, regulando a sintese de proteinas que modulam

a proliferacao das células prostaticas (Morel & Baron, 2012; Wang & Tindall, 2011).
1.1.2 Histologia

Toda a prostata € revestida por uma densa cépsula de tecido conjuntivo, fortemente
aderente a prostata, a capsula prostatica (Standring et al., 2008). A capsula ¢ composta

por fibras de colagénio, de elastina e de musculo liso (Muruve, 2013).

A glandula prostatica, um aglomerado de 30 a 50 glandulas tubuloalveolares compostas,
distribuidas em trés camadas distintas concéntricas, nomeadamente a mucosa, submucosa
e principal. Cada glandula tubuloalveolar tem ductos proprios, que direcionam o produto

de secrecao na uretra prostatica (Ovalle & Nahirney, 2013).

As glandulas da mucosa sdo as mais curtas, encontrando-se mais proximas da uretra. As

submucosas, periféricas as glandulas da mucosa e mais longas do que estas. As glandulas
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principais sdo as maiores, mais numerosas, mais periféricas e constituem o grosso da

prostata (Gartner & Hiatt, 2006; Ovalle & Nahirney, 2013).

A prostata apresenta dois componentes, o epitélio glandular e o estroma fibromuscular.
O estroma prostatico ¢ continuo com a capsula, divide o tecido fibromuscular da prostata
em diversos lobulos. Representa 30% da prostata, contém fibroblastos e células
musculares com atividades contrateis, que ajudam a eliminar as secregdes prostaticas para
a uretra durante a ejaculagdo. O epitélio glandular representa 70% da prostata e ¢

composto por trés tipos de células, as secretoras, as basais ¢ ainda as neuroenddcrinas

(Ovalle & Nahirney, 2013).

1.2 Doencas da Prostata

1.2.1 Prostatite

A prostatite trata-se do estado inflamatorio e/ou infecioso da glandula prostatica, ou seja,
descreve-se como uma combinagdo de doencas infeciosas (prostatite bacteriana aguda e
crénica), um sindrome de dor pélvica crénica e ainda como uma inflamagao assintomatica

(Murphy, Macejko, Taylor, & Nadler, 2009).

O Instituto Nacional de Satde (NIH) dos Estados Unidos da América, de modo a facilitar
a abordagem ao diagnostico, estabeleceu uma classificacao que distingue os varios tipos

de prostatite, como se pode verificar na tabela 1.

Tabela 1: Classificagdo de acordo com o Instituto Nacional de Satde (NIH) dos Estados Unidos da América

para os varios tipos de prostatite (adaptada de Magistro et al., 2016).

I Prostatite bacteriana aguda
11 Prostatite bacteriana cronica
I Prostatite cronica/Sindrome de dor pélvica
(CP/CPPS)
IITA Prostatite cronica inflamatoéria
I11B Prostatite cronica ndo inflamatoria
v Prostatite inflamatdria assintomatica

A prostatite bacteriana aguda (tipo I) e cronica (tipo II) sdo as mais faceis de diagnosticar
clinicamente. A prostatite ndo bacteriana cronica, CP/CPPS, afeta entre 10 a 15% dos

homens (Sah et al., 2015).
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Esta doenga ¢ considerada a infe¢do urindria mais comum em homens com idade inferior
a 50 anos (Alshahrani, McGill, & Agarwal, 2013; Lee, Liong, Yuen, & Krieger, 2014).
Em algum momento da vida, cerca de 8,2% dos homens podem vir a desenvolver
prostatite, tratando-se da prevaléncia média da mesma (Murphy et al., 2009; Sah et al.,

2015).

1.2.2 Hiperplasia Benigna Prostatica

A hiperplasia benigna prostatica (HBP) carateriza-se por um aumento no numero de
células do epitélio e do estroma prostatico, resultando numa alteragdo estrutural
acompanhada por remodelagdo nodular da zona de transicdo e também da regido
periuretral da prostata. A hiperplasia afeta tanto o estroma como o parénquima glandular
e causa aumento de tamanho da zona de transicdo (Riyach et al., 2014; Shah & Zhou,

2012).

A HBP consiste num tumor benigno, mais comum em homens com idade superior a 40
anos. A probabilidade de desenvolver esta patologia ¢ diretamente proporcional ao
aumento da idade, afetando cerca de 50% dos homens com mais de 60 anos e 80% dos

homens com 80 anos (Abt et al., 2014; Shi et al., 2014).

Apesar de serem desconhecidas as causas exatas da HBP, existem fatores que podem estar
na origem da mesma, nomeadamente a idade, aumento da testosterona, dieta e

predisposicao familiar (Dias, 2016b).

A testosterona € necessdria para estimular o desenvolvimento e crescimento das células
da prostata que sdo responsaveis pela HBP, uma vez que essa hiperplasia, ou aumento do
volume prostatico depende do androgénio mais potente, a dihidrotestosterona (DHT),
metabolito da testosterona. Como foi referido anteriormente, a DHT liga-se a recetores
de androgénio (AR) presentes no nicleo, de modo a promover a transcri¢do de sequéncias
especificas de DNA, influenciando a sintese proteica e o aumento do nimero de células

da prostata (Morel & Baron, 2012).

A HBP pode manifestar-se clinicamente com sintomas do trato urindrio inferior (LUTS)
devido ao aumento do volume da prostata, o que leva a compressao da bexiga e da uretra.
Os LUTS sao classificados de moderados a severos. Os moderados causam aumento do
nimero de micgdes durante a noite (nocturia), aumento da frequéncia de micgao

(polaquiuria), esvaziamento incompleto da bexiga, urgéncia em urinar, diminui¢do da
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forca do fluxo urinario, entre outros. Os severos podem causar insuficiéncia renal,
infe¢des urindrias recorrentes, obstrugao urindria total ou hematuria macroscépica (Deters

etal., 2015).

Os afro-americanos, em comparagao com 0s caucasianos, possuem niveis mais elevados
de testosterona, devido a maior atividade de 5-a-redutase e a expressao do recetor de
androgénio que conduz a um aumento de hiperplasia prostatica, sendo a HBP mais grave

e progressiva neste grupo de individuos (Deters et al., 2015).

1.2.3 Cancro da Prostata

O cancro da prostata (CP) ¢ um dos tumores malignos com maior incidéncia no género
masculino, representando cerca de 15% de todos os tumores malignos que afetam o
homem, sendo o segundo mais comum, a seguir ao carcinoma do pulmao (Ferlay et al.,

2014; Reis, Ferraz, Varela, & Romao, 2006).
1.2.3.1 Epidemiologia

Estima-se que no ano de 2012, em todo o Mundo, tenham ocorrido cerca de 307.000
mortes nos homens devido a este cancro, representando a 5* causa de morte por cancro
no homem. Em Portugal, prevé-se uma mortalidade de 33 por 100.000 habitantes,

representando a segunda maior causa de morte (Ferlay et al., 2014; Patricio, 2015).

A incidéncia do CP ¢ muito maior nos paises mais desenvolvidos, sendo que as regioes
do mundo com maior taxa sdo a Oceania e a América do Norte. Pelo contrario, os paises
do sul da Asia e de Africa tém taxas de incidéncia menores para esta patologia, tendo em
conta que nao se realizam tantos diagnosticos como nos paises mais desenvolvidos, os

individuos acabam por falecer sem ter conhecimento da doenga (Ferlay et al., 2014).

Na Europa, como se pode observar na figura 4, os paises com maior incidéncia do CP sdo
a Franga, Noruega, Finlandia e Suécia. Na Russia, Polonia e Eslovaquia a incidéncia ¢

muito menor, segundo os dados da OMS de 2012 (World Health Organization, 2012).
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Figura 4: Incidéncia estimada do cancro da prostata nos homens (retirada de World Health Organization,

2012).

Na Europa, no ano de 2012 (figura 5), a taxa de mortalidade na Europa apresentou-se

mais elevada na Suécia, Noruega, Estonia e Lituania (World Health Organization, 2012).
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Figura 5: Mortalidade estimada do cancro da prostata nos homens (retirada de World Health
Organization, 2012).
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Tabela 2: Taxa de incidéncia de tumores malignos por patologia em Portugal, dados de 2007 (retirada de

Dire¢do-Geral da Saude, 2013).

Incidéncia Bruta Incidéncia Padronizada
Estomago 27,20 19,60
Coélon 42,80 30,30
Reto 24,00 17,50
Mama Feminina 101,80 82,40
Traqueia, Bronquios e Pulmao 30,60 23,60
Prostata 114,00 89,70
Corpo do Utero 15,60 11,40
Colo do Utero 12,80 11,10
Bexiga 17,80 12,30
Linfomas ndo Hodgkins 15,70 11,40

Em Portugal (tabela 2), a taxa de incidéncia bruta deste tumor, no ano de 2007, foi de 114

por 100.000, a mais elevada quando comparada com outros tumores malignos (Diregao-

Geral da Saunde, 2013).

Tabela 3: Indicadores de mortalidade relativos ao tumor maligno da prostata, em Portugal Continental, no

periodo de 2007 a 2011 (retirada de Dire¢ao-Geral da Satude, 2013).

2007 2008 2009 2010 | 2011
Numero de 6bitos 1664 1967 1641 1720 1764
Taxa de mortalidade 34,5 35,2 34,1 35,7 36,8
Taxa de mortalidade padronizada 23,9 23,5 22,7 22,7 22,3
Taxa de mortalidade padronizada < 65 anos 1,9 1,9 2,0 2,2 1,6
Taxa de mortalidade padronizada > 65 anos 201,8 198,5 189,6 | 188,5 | 189,8
Taxa de mortalidade padronizada < 70 anos 3,9 3,8 42 4,1 3,6
Taxa de mortalidade padronizada < 70 anos 288.8 2854 2684 | 2703 | 271,7

Com base nos dados apresentados na tabela 3, foi possivel concluir que desde 2007 até

2011, o nimero de individuos afetados com o tumor maligno da prostata tem vindo a

crescer com consequente aumento do nimero de 6bitos por ano, levando assim a um

aumento da taxa de mortalidade. Conclui-se ainda que a taxa de mortalidade tem valores

mais elevados em doentes com idade superior a 65 anos (Dire¢do-Geral da Satude, 2013).
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1.2.3.2 Fatores de risco

Como referido anteriormente, o principal fator de risco para o desenvolvimento do CP ¢
a idade. Note-se que este tumor raramente ¢ encontrado em individuos com menos de 40
anos e a sua incidéncia aumenta por cada década de vida. Existem também outros fatores
de risco, como a dieta rica em acidos gordos polinsaturados e predisposi¢ao familiar, que

parecem estar associados ao desenvolvimento do CP (Bostwick et al., 2004).

Geograficamente, o CP ¢ mais comum em regides mais desenvolvidas, como a América
do Norte, o Norte da Europa e a Australia € menos comum na Asia, Africa, América
Central ¢ América do Sul. Uma vez que os paises mais desenvolvidos apresentam
elevadas taxas de incidéncia deste tipo de tumor, estuda-se a provavel relacdo deste com
os habitos de vida ocidentais, onde a dieta € rica em &cidos gordos polinsaturados e pobre

em vegetais e fruta (American Cancer Society, 2015).

E de frisar que ndo s6 a dieta, como também o estilo de vida e fatores genéticos podem
ser considerados fatores de risco que aumentam a suscetibilidade ao CP (Chen et al.,

2015).

A maior ingestdo de carnes vermelhas e o elevado consumo de lacticinios, também
poderdo estar associados a um maior risco de CP (American Cancer Society, 2015). O
consumo de lacticinios pode contribuir para o aumento do risco de CP, através de uma
maior ingestdo de calcio (Aune et al., 2015). Alguns estudos demonstraram que existe um
aumento dos niveis de Insulin-like Growth Factor I (IGF-I) em circulacdo, com a ingestao
de lacticinios. O IGF-I promove a proliferagdo e inibe a apoptose das células prostaticas
tumorais e normais in vitro, sendo considerado um fator de risco no desenvolvimento do

CP (Aune et al., 2015).

A tipica dieta ocidental a base de ingestdo de carnes vermelhas ou processadas, peixe
frito, batatas fritas e pdo branco encontra-se associada ao aumento do risco de CP (Chen

etal., 2015).

O elevado consumo de vegetais pode ser benéfico na redugdo do risco de cancro,
incluindo o da prostata. O tomate contém licopeno em grande quantidade, molécula
carotendide identificada como agente antioxidante, que possui propriedades
anticancerigenas e ndo apresenta efeitos adversos (Chen et al., 2015; Ilic, Forbes, &

Hassed, 2011). Outros micronutrientes identificados como agentes antioxidantes sdo a
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vitamina E (a-tocoferol) e o selénio que oferecem prote¢do contra o CP. A vitamina E
inibe a proliferacdo das células do CP através da apoptose, na qual a ingestao didria desta
vitamina pode diminuir o risco de CP em 32%. O selénio ¢ um oligoelemento essencial
com alto poder antioxidante, que auxilia na prevencao do cancro e fortalecimento do

sistema imunitario (Bostwick et al., 2004; Nicastro & Dunn, 2013; Vinceti et al., 2014).

O crescimento e a progressao do CP sdo fatores que podem ser afetados pela ag¢do das
hormonas, nomeadamente os androgénios. Ao longo dos anos, concentragdes elevadas de
testosterona e do seu metabolito DHT podem aumentar a suscetibilidade ao CP (Bostwick

et al., 2004).

Relativamente as alteragdes epigenéticas, algumas destas sdo reversiveis como € o caso
da metilacdo do DNA do gene GSTPI (gene que codifica para a enzima metabolica de
fase Il importante na desintoxicacdo de xenobioticos eletrofilos), que se trata de um novo
alvo promissor para a terapéutica do CP. Fu, L. et al. (2014) demonstraram que o
tratamento com licopeno (agente quimiopreventivo com acdo antioxidante) apresenta
uma funcao importante na metilacdo do DNA, provocando uma diminui¢do da metilacao
do gene GSTPI que reduz os niveis de stress oxidativo contribuindo para a redugdo da

progressao do CP (Fu et al., 2014; Schnekenburger, Karius, & Diederich, 2014).

As alteracdes genéticas de genes de suscetibilidade hereditaria podem aumentar a
probabilidade de desenvolver CP, como por exemplo mutagdes nos genes BRCAI e
BRCA2, que aumentam o risco de desenvolver cancro da mama e do ovario. Mutagdes
germinativas nestes genes, principalmente no gene do cancro da mama de suscetibilidade
2 (BRCA2), encontram-se associadas ao desenvolvimento de tumores prostaticos

hereditarios (Castro & Eeles, 2012; Cavanagh & Rogers, 2015).

Genes supressores de tumores no cancro da prostata hereditario (HPC), nomeadamente
0 HPC-1/RNASEL, HPC-2/ELAC2 e MSRI, foram também genes identificados como
suscetiveis para o aparecimento do CP (Alvarez-Cubero et al., 2013; Beuten et al., 2010;

Robbins et al., 2008).

Para além dos fatores descritos anteriormente, ainda € importante considerar a raca dos
individuos, fatores ambientais e o tabagismo (Bostwick et al., 2004; Yadav, Kumar, &

Rai, 2015).
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A Raca dos individuos ¢ considerada um fator de risco de CP, no entanto pode estar
relacionada com outros fatores, nomeadamente a exposicao a diferentes fatores exdgenos,
como diferencas na dieta e as diferengas genéticas, nomeadamente as frequéncias alélicas
(fatores endogenos). A taxa de incidéncia do CP estd presente nos individuos afro-
americanos em maior quantidade do que nos restantes individuos norte-americanos

(Bostwick et al., 2004; Kheirandish & Chinegwundoh, 2011).

O tabagismo consiste num fator de risco comum em varios cancros, no entanto a sua
relacdo com a incidéncia de CP ainda ndo estd totalmente esclarecida. Apesar do
tabagismo ndo estar diretamente relacionado com o CP, alguns estudos revelam um
aumento do risco entre fumadores, e consequentemente um aumento da taxa de
mortalidade por CP. Este aumento pode dever-se ao facto do tabaco conter varios agentes
cancerigenos e pelos fumadores apresentarem niveis elevados de testosterona, que pode
aumentar o risco de CP ou contribuir para a progressao do cancro (Huncharek, Haddock,
Reid, & Kupelnick, 2010; Islami, Moreira, Boffetta, & Freedland, 2014; Rohrmann et al.,
2013).

1.2.3.3 Sintomatologia

Tal como referido anteriormente, o CP caracteriza-se por uma lenta evolugdo, o que
retarda o tempo de aparecimento dos sintomas. Os sintomas tém origem devido ao
aumento do tamanho da prostata que comega a interferir com o funcionamento da bexiga,
pelo que estes sintomas se vao refletir em perturbacdes a nivel da micgdo. A este nivel os

sintomas do doente podem manifestar-se através de:

fluxo de urina diminuido ou com interrupgoes;

. vontade subita de urinar;

. micc¢do frequente, principalmente a noite;

o problemas para iniciar o fluxo de urina;

. dificuldade em esvaziar completamente a bexiga;
. dor ou ardor ao urinar;

Com a evolu¢do da doenga os sintomas comec¢am a agravar-se, tornando mais frequentes

as seguintes manifestagdes:

o hematuria ou hematoespermia;

o dor nas costas, quadris ou pélvis persistente;
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° anemia;
. disfungao erétil;
o ejaculagdo dolorosa;

Quando o doente apresenta alguma das manifestagdes referidas anteriormente deve
recorrer ao médico, o qual o encaminha para a realizacao de testes de diagnostico de modo

a despistar a doenga (National Cancer Institute, 2012; Sousa & Lopes, 2007).
1.2.3.4 Classificacdo de Gleason

A classificagdo dos tumores da prostata realiza-se através da classificagao de Gleason.
Esta baseia-se nos padrdes histoldgicos do crescimento tumoral, utilizando cinco graus
de classificagdo (Anexo 1) (Durdes et al., 2013; Fine et al., 2012; Prostate Cancer
Foundation, 2015).

Ap6s a analise histoldgica da biopsia ou da pega cirargica atribui-se um grau de Gleason
de acordo com o padrdo mais predominante e um segundo grau de acordo com o segundo
padrdo mais predominante na biopsia. De seguida, ¢ feito o somatorio da classifica¢do de
cada padrao e atribuido um niimero de classificagao de Gleason final que indica o estadio

da doenga (Duraes et al., 2013; Fine et al., 2012; Prostate Cancer Foundation, 2015).

Em geral, as células tumorais de “baixo grau” aproximam-se do padrao histolégico 1 da
classificagdo de Gleason e assemelham-se as células normais, quando a classificacao se
aproxima de 5 sdo consideradas células tumorais de “elevado grau”, estas ndo apresentam
qualquer semelhanga com as células normais (Duraes et al., 2013; Fine et al., 2012;

Prostate Cancer Foundation, 2015).

1.2.3.5 Estadiamento tumoral

O estadiamento tumoral tem como objetivo descrever a gravidade do cancro para cada
individuo, baseando-se no tamanho, localizacdo e extensao do tumor inicial, de modo a
facilitar a escolha do tratamento mais adequado a cada situacao. A classificacao utilizada
internacionalmente designa-se por TNM (Tumor primario, Ganglios e Metastases), em
relacdo ao tumor € necessario defini-lo quanto a sua extensdo e tamanho, determinar o
numero de ganglios linfaticos atingidos e ainda a verifica¢do da existéncia de metastases
(Anexo 2). No entanto, a determinagao do estadio da doenga necessita de outros fatores
adicionais como: a classificagdo de Gleason, os valores de PSA e toque rectal (Dias,

2016a; Duraes et al., 2013; Prostate Cancer Foundation, 2015).
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2. Mecanismos de carcinogénese no Cancro da Prostata

Os mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese do CP ainda ndo sao totalmente
conhecidos, podendo dever-se a fatores genéticos, hormonais ou inflamatorios (Correa &

Pow-Sang, 2010).

Varios estudos t€m demonstrado uma relagao entre o CP e a inflama¢ao da mesma. Pensa-
se que a exposicdo a fatores ambientais, como agentes infeciosos, substincias
cancerigenas alimentares e desequilibrios hormonais, podem levar a lesao da prostata e
ao desenvolvimento da inflamagdo cronica, que se carateriza como atrofia inflamatéria
proliferativa (PIA) da préstata, que serve de “precursor” para a neoplasia intraepitelial

prostatica (PIN) e para o CP (Correa & Pow-Sang, 2010; De Marzo et al., 2007).

O CP desenvolve-se a partir de uma lesdo precursora, de elevado grau de neoplasia
intraepitelial prostatica (HGPIN), que geralmente se carateriza por diferenciacdo e
proliferacdo celular inapropriada, onde a sobrevivéncia das células epiteliais glandulares
podem levar ao carcinoma invasivo. O carcinoma invasivo pode progredir localmente ou
para metastase, deste modo quando ocorre metéstase, o prognostico da doenga tende a

agravar (Shukla, Bhaskaran, MacLennan, & Gupta, 2013).

2.1. Mutagodes germinativas

Relativamente as alteracdes genéticas, estas surgem com o aparecimento de PIA na
prostata, caso ndo sejam consideradas as mutagdes germinativas de genes como RNASEL
(enzima ribonuclease L, codificada pelo gene HPC-1 que corresponde ao primeiro locus
de CP reportado, permitindo prever o risco de CP em familias com elevado risco de
desenvolver a doencga), ou ainda de genes como MSR/ (este gene estd localizado no brago
curto (p) do cromossoma 8p22, uma area associada a perda de alelos no CP) (Correa &

Pow-Sang, 2010; J Xu et al., 2001; Jianfeng Xu et al., 2002).

As células epiteliais das lesdes de PIA aparentam estar sob uma enorme tensdo, uma vez
que expressam elevados niveis de proteinas de resposta ao stress oxidativo, tais como

COX2, GSTA1 e GSTP1 (De Marzo et al., 2007; Parsons et al., 2001; Zha et al., 2001).

Este tipo de cancro, tal como outros tipos, desenvolve-se através da acumulacdo de
alteragdes genéticas e epigenéticas somaticas, resultando na inativagdo de genes
supressores de tumores e genes guarda, ¢ ainda na ativagdo de oncogenes (tabela 4) (De

Marzo et al., 2007).
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Tabela 4: Alteragdes genéticas e epigenéticas somaticas comuns no CP (adaptada de De Marzo et al., 2007).

Marcador genético Localizacao
Genes guarda
GSTPI 11q13
Disfungdo dos telomeros Cromossomica terminal
Genes supressores de tumor
CDKNIB 12p12-13
NKX3.1 8p21.2
PTEN 10g23.31
P53 17p13.1
Rb 13q
FOX014 13q
CDH1 16qg22.1
Oncogenes
c-Myc 8q24
ERG 21q22.3
ETVI-4 7p21.2,
19q13.12,
1921,-q23,
17q21.31
AR Xqll-12
Ativacdo da enzima telomerase
Outras alteragdes somaticas
PTGS2, APC, MDRI, EDNRB, RASSFI a, | Variada
RARp 2
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2.2. Hipermetilagao das ilhas CpG — GSTPI

O DNA no cancro pode apresentar varias alteragdes somadticas, como mutacdes, delecdes,
amplificacdes, translocagdes e ainda hipermetilagdes das ilhas CpG que afetam a fungao

de genes (Meiers, Shanks, & Bostwick, 2007).

A hipermetilagdo das ilhas CpG da regido promotora do gene GSTPI, que por sua vez
codifica a glutationa s-transferase (GST) da classe 7, corresponde a alteracao genética

mais frequente no CP (Nakayama et al., 2004; Schnekenburger et al., 2014).

Durante o desenvolvimento do CP, o gene GSTPI nao funciona nem como oncogene,
nem como gene supressor do tumor, deste modo GSTPI atua como gene guarda (Meiers

et al., 2007).

A inativacdo de GSTP]I através da hipermetilacdo das ilhas CpG, provoca um aumento
do ntimero de danos acumulados por stress oxidativo (Lin et al., 2001; Schnekenburger

et al., 2014).

A hipermetilagdo da regido promotora de GSTP! restringe-se as células malignas, que
inclui as células do CP, bem como as da PIN. Por outro lado a regido promotora de GSTP!
apresenta uma menor metilagdo nas lesdes benignas, distinguindo assim as
transformagdes benignas das malignas. A detecdo da metilagdo de GSTPI em fluidos
corporais de pacientes com CP (como por exemplo: urina) representa um biomarcador
epigenético que se encontra em estudo, para a aplica¢ao de novos métodos de diagnostico
(Cairns et al., 2001; Esteller, 2008; Hopkins, Burns, & Routledge, 2007; Schnekenburger
etal., 2014; Yang & Park, 2012).

2.3. Disfun¢ao dos telomeros

Uma das alteragcdes no genoma mais frequente e com referéncias mais antigas do CP, € o
encurtamento do telomero. Os telomeros correspondem a sequéncias repetidas, que se
encontram nas extremidades de cromossomas e protegem contra a perda e recombinagao
cromossomica durante a replicacdo, estando significativamente reduzidos em lesdes de
PIN e de CP. A instabilidade cromossdmica na fase inicial da carcinogénese da prostata
pode dever-se a disfungdo dos telémeros, levando a progressao do cancro (Meeker et al.,

2002).

As anomalias cromossdmicas mais comuns que ocorrem no CP, correspondem a

amplificacdo cromossomica em 7p, 7q, 8q ¢ Xq, e a perda no 8p, 10q, 13q e 16q. O

31



Geneética Molecular do Cancro da Prostata

envolvimento de véarias alteracdes gendémicas e mudancas de expressdo em genes
especificos dentro destas regides cromossomicas estdo na base da progressao deste tipo

de cancro (Nelson, De Marzo, & Isaacs, 2003).

2.4. Amplificacoes no 8q

Em relagdo a amplificacdo do brago longo (q) do cromossoma 8 ¢ comum no CP,
especialmente em estadios mais avangados da doencga (metastaticos). O gene c-Myc trata-
se de um oncogene, que pertence a familia de genes Myc que inclui os genes N-Myc e L-
Myc, localiza-se no cromossoma 8q24, ¢ composto por trés exdes e a proteina codificada
por este gene encontra-se envolvida na diferenciagdo, apoptose e proliferagdo celular

(Dang, 1999; De Marzo et al., 2007; Miller, Thomas, Islam, Muench, & Sedoris, 2012) .

Pensa-se que c-Myc regula a expressao de 10-15% de todos os genes envolvidos numa
ampla variedade de funcdes celulares. Nas células normais, a expressdo da proteina c-
Myc ¢ fortemente controlada, o mesmo nao acontecendo na maioria dos tumores, uma
vez que c-Myc contribui para a transformag¢do maligna, através de varios processos como
a proliferagdo descontrolada de células e a instabilidade genémica. Esta proteina promove
o crescimento celular através da ativagdo de genes envolvidos na biogénese ribossomal e
mitocondrial, na regulagdo da glicolise, no metabolismo de glutamina e na sintese de

lipidos (Wahlstrom & Arsenian Henriksson, 2015).

As alteragdes no cromossoma 8q24 da regido de c-Myc tém sido associadas a
agressividade da doenca. No entanto, estudos realizados em tecidos humanos indicaram
que a sobre-expressao da proteina c-Myc ocorre nas primeiras fases de PIN e do CP,
revelando que esta contribui para a iniciagdo e progressao da doenca. Uma vez que a
amplificacdo do brago longo (q) do cromossoma 8 ¢ comum principalmente em CP
metastaticos, a sobre-expressao deste gene pode ndo estar associada a amplificagcdo da

regido 8q24 (Gurel et al., 2008; Koh et al., 2010).

Algumas evidéncias sugerem que a ativagao da expressdo do gene c-Myc € essencial para
a transducdo de sinal através da proteina polipose adenomatosa coli (APC), esta atua
como um gene supressor de tumor, que regula negativamente a -catenina. A B-catenina
¢ um co-ativador do fator de transcricao Tcf, que € capaz de ativar diretamente a expressao

de c-Myc, quando a APC ¢ inativada (Dang, 1999; Koh et al., 2010).
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Durante a carcinogénese prostatica, ocorre uma elevada expressdo de c-Myc que ¢
detetavel em células que expressam o AR. A ativacdo do AR nas células prostaticas
neoplasicas promove a expressao do gene c-Myc, o que ndo acontece com as cé€lulas
prostaticas normais em que a expressao de c-Myc ndo ¢ detetavel pelas células do AR

(Gurel et al., 2008; Vander Griend, Litvinov, & Isaacs, 2014).

2.5. Diminuicao da expressiao NKX3.1

O gene NKX3.1 localiza-se no 8p21.2, ¢ um gene supressor de tumor, regulado por
androgénios na prostata, considerando-se um gene androgénio-dependente especifico da
prostata. Este gene desempenha um papel significativo na protecdo contra danos no DNA
e promove a reparagdo desses danos, através da regulacdo do gene ATM. A ataxia
telangiectasia mutada (47M) ¢ uma das trés proteinas cinase, que medeia uma resposta
aos danos no DNA, sendo ativado na presen¢a destes (Bhatia-Gaur et al., 1999; Cai
Bowen, Ju, Lee, Paull, & Gelmann, 2013; Gurel et al., 2010; Padmanabhan, Rao, De
Marzo, & Bieberich, 2016).

Uma vez que se trata de um gene supressor de tumor, quando ocorre a perda de um inico
alelo pode ser o suficiente para levar a carcinogénese da prostata (Bhatia-Gaur et al.,

1999).

O gene NKX3.1 ¢ essencial para a funcdo normal e morfogénese da prostata, mas a sua
inativacdo promove a hiperplasia e displasia epitelial prostatica, aumentando a sua

gravidade consoante a idade (Bhatia-Gaur et al., 1999).

A diminui¢do da expressdo do gene NKX3.1, verifica-se em lesdes pré-malignas, PIN e
em regides de atrofia inflamatdria e de prostatite bacteriana, que promove a formagao do
CP. Essa diminui¢do leva a um aumento dos danos oxidativos nas células prostaticas,
caso o stress oxidativo seja a principal causa de dano no DNA, a ATM pode desempenhar
um papel importante na protecdo das células epiteliais prostaticas, uma vez que € ativada

pelo stress oxidativo (Cai Bowen et al., 2013; Martinez et al., 2014).

2.6. Fusao genética TMPRSS2-ERG

Alguns eventos moleculares precoces que ocorrem no CP, abrangem tanto a perda de
expressdao de NKX3.1, como o rearranjo cromossomico envolvendo membros da familia

de genes de fatores de transcricao £ETS, nomeadamente o ERG (localizado no cromossoma
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21922.3), o ETVI (localizado em 7p21.2) e o ETV4 (localizado em 17q21) (C. Bowen,
Zheng, & Gelmann, 2015; Perner, Schmidt, Hofer, Kuefer, & Rubin, 2007).

O rearranjo cromossomico resulta da fusao do gene TMPRSS?2 regulado por androgénios,
que ¢ especifico da prostata e codifica uma serina protease nas células secretoras, com o
gene de fator de transcricdo ERG, ambos situados na mesma regido cromossomica, esta
fusdo ¢ a mais frequente nos CP (Cerveira et al., 2006; Mosquera et al., 2009;

Thangapazham et al., 2014).

A perda de expressao de NKX3.1 conduz a ativagdo do proto-oncogene ERG, levando ao
aumento da expressdo de ERG, que ativa o c-Myc nas células do CP e assim favorece a
carcinogénese da prostata. O gene NKX3./ regula negativamente a expressdo do proto-
oncogene ERG e, consequentemente, o gene TMPRSS2-ERG (Thangapazham et al.,
2014).

Uma vez que a fusdo do gene TMPRSS2-ERG tem vindo a revelar uma grande evolugado
clinica nos ultimos tempos, varios estudos demonstram que esta pode ter um papel
importante na transformacao do epitélio da prostata, sendo considerada como um alvo
para a intervengdo terapéutica ou diagndstico, apoiando a sua utilizagdo como
biomarcador do CP, através de testes realizados em urina em conjunto com o prostate
cancer antigen 3 (PCA3), primeiro biomarcador urinario para o CP (Hessels & Schalken,

2013; Perner et al., 2007; Thangapazham et al., 2014; Wei, 2015).

2.7. Perda de funcdao do PTEN

Na progressao do CP ¢ comum a existéncia de alteragdes genéticas somaticas como a
perda de alelos ndo s6 de NKX3.1, como também de PTEN, promovendo a proliferagdo

anormal das células da prostata (Nelson et al., 2003).

O gene PTEN correspondente a um gene supressor de tumor, situa-se no cromossoma
10g23.3 e codifica uma fosfatase que inibe a via de sinalizagdo fosfatidilinositol 3’-
cinase/Akt (PI3K/Akt), essencial para a progressdo do ciclo celular e sobrevivéncia

(Gonzalgo & Isaacs, 2003; Nakamura et al., 2000; Nelson et al., 2003).

O PTEN encontra-se presente em células epiteliais prostaticas normais e em células em
neoplasia prostatica. A perda de expressdao do PTEN, tal como outras alteragdes genéticas
do gene PTEN sao mais comuns em CP metastaticos do que em primarios. As alteragdes

genéticas no PTEN podem ocorrer devido, nomeadamente a mutagdes, delecdes
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homozigoticas, perda de heterozigotia e a hipermetilagdo das ilhas CpG, diminuindo a

expressao e/ou funcdo de PTEN (Nelson et al., 2003).

2.8. Perda de funcao do CDKNIB

Tal como o gene NKX3.1 e o PTEN, 0 CDKN1B também ¢ considerado um gene supressor
de tumor. Estes genes apresentam expressdo diminuida ou ausente no CP e PIN, e

expressao elevada no epitélio normal da préstata (De Marzo et al., 2007).

O gene CDKNIB, localizado no cromossoma 12p12-13, codifica p27, um inibidor de
cinase dependente de ciclina, a proteina codificada regula a progressao do ciclo celular
de G1 para a fase S, ao ligar-se impede a ativagdo do complexo ciclina E - CDK2 (Chu,

Hengst, & Slingerland, 2008; Gonzalgo & Isaacs, 2003).

A via de sinalizagdo PI3K/Akt suprime os niveis de p27, no entanto se PI3K/Akt for
inibido, os niveis de mRNA da proteina p27, podem ser aumentados pelo fator de
transcri¢do PTEN (Nelson et al., 2003). Deste modo, a diminui¢do dos niveis de p27, pode
tratar-se de uma consequéncia da perda de fungdo do PTEN ou de alteragdes em CDKNIB

(Gonzalgo & Isaacs, 2003; Nakamura et al., 2000; Nelson et al., 2003).

2.9. Perda de func¢ao do Rb

Como foi referido anteriormente, para além da perda de por¢des dos 8p, 10q, também
ocorre perda de porgdes do 13q e 16q. Existem varios genes localizados no 13q, entre
eles o Retinoblastoma (Rb), este gene supressor de tumores encontra-se envolvido no
desenvolvimento do CP. Alguns estudos referem que a perda de expressdo e as mutagoes

em Rb, t€m estado presentes em cerca de 20% a 50% no CP (Gonzalgo & Isaacs, 2003).

Para além disso, num estudo realizado por Tan, H. et al. (2014) observou-se que a perda
de fung¢ao da proteina Rb foi encontrada em 90% dos tumores neuroenddcrinos de células

pequenas prostaticas (Tan et al., 2014).

2.10. Perda de func¢do do FOX01A4

O gene FOXOI1A também se encontra situado no cromossoma 13q, € um gene supressor
de tumor, pertence ao grupo de fatores de transcrigao classe “O”, forkhead box, class “O”
(FOXO), que desempenham um papel importante no controlo do ciclo celular,
diferenciagdo, resposta ao stress e apoptose. Este gene trata-se de um fator de transcri¢ao

que por sua vez inibe a regulagdo mediada por androgénios e por AR, sendo inativado
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pela fosforilagdo mediada pela via de sinalizagdo PI3K/Akt. Embora o gene FOX0O34
também se encontre sobre-expresso durante as fases iniciais do CP, ndo existe relacdo
entre a sua desregulacao e a progressao do tumor, apesar da sobre-expressao de FOX0O3A4
e FOXOIA em células de CP, provocar apoptose e induzir a expressao de genes que
afetam a proliferacdo celular (Dong, 2006; Shukla et al., 2013; Shukla, Shukla,
Maclennan, Fu, & Gupta, 2009). A perda de FOXO1A através da dele¢do cromossdémica
(13q14), promove a independéncia de androgénio em células do CP (Dong, 2006).

2.11. Perda de funciao do CDH1

Relativamente ao gene CDHI, também conhecido como E-caderina, esta localizado na
regido cromossomica 16q22.1. Este gene supressor de tumor codifica uma glicoproteina
de adesdo, que medeia a adesdo célula-célula, ajudando a estabelecer e a manter a
polaridade celular e arquitetura dos tecidos. A expressao de CDH1 ¢é reduzida ou ausente
em CP pouco diferenciados. A diminuicdo da expressao de E-caderina no CP, encontra-
se relacionada com o aumento do grau e com uma evolu¢do clinica mais severa, onde
também existe menor expressdo de E-caderina, por sua vez em metastases do que em

tumores primarios (Dahiya, 2006; Ikonen et al., 2001).

2.12. Amplificac¢io de porcoes do cromossoma 7

Como foi referido anteriormente, uma das anomalias cromossémicas mais comuns,

consiste na amplifica¢do de por¢des do cromossoma 7 (Bostwick et al., 2004).

Neste cromossoma encontra-se localizado o gene EZH?2, cuja expressdo se encontra
aumentada no desenvolvimento metastatico do CP (Shen, Cui, Liang, Pang, & Liu, 2013).
Este gene localiza-se na regido cromossomica 7q35 e codifica para uma subunidade
enzimatica do complexo PRC2, sendo um gene essencial para a iniciagdo do cancro,
desenvolvimento, progressdo, metastase e ainda confere resisténcia a medicamentos

(Bachmann et al., 2005; Ren et al., 2012; Shin & Kim, 2012; Yamaguchi & Hung, 2014).

Deste modo, considera-se este gene um alvo terapéutico promissor e, como tal, t€ém sido
desenvolvidos varios inibidores de EZH2, de forma a serem capazes de regular
negativamente EZH2 e assim ocorrer um bloqueio da atividade de EZH2, o que pode

bloquear o crescimento do tumor (Yamaguchi & Hung, 2014).
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2.13. Amplificaciao de por¢oes do cromossoma Xq e Mutaciao do AR

Na amplificagdo de por¢des do cromossoma X, o gene afetado ¢ o gene do recetor de
androgénios (4R). Geralmente ndo se consegue controlar a progressao do CP metastatico,
devido ao aparecimento de células androgénio-independentes, mesmo que se trate o CP
metastatico com a terapéutica de privacao dos androgénios, ou em combinacdo com anti-

androgénios numa fase inicial (Nelson et al., 2003; Saraon, Jarvi, & Diamandis, 2011).

Existem alteragdes no gene AR, como ¢ o caso da amplificacdo, que pode levar ao
aumento da expressdo do AR e consequentemente ao aumento da sua via de sinalizagao.
Este aumento de expressdo do 4R parece ajudar as células tumorais a sobreviverem e a
continuarem a sua proliferacdo, mesmo com baixas concentracdes de androgénios
(Saraon et al., 2011). Outra alteracdo que ocorre no gene AR corresponde a perda de
funcdo do gene e resulta no aparecimento de células androgénio-independentes. A
mutagdo missense do coddo 877, consiste na substituicdo de treonina por alanina, o que
diminui a especificidade do recetor para o ligando, permitindo que outras hormonas como
o estrogénio, progesterona e anti-androgénios ativem a proteina AR. Pensa-se que a
ocorréncia de mutagdes neste gene apresenta maior prevaléncia em CP metastaticos

(Saraon et al., 2011).

2.14. Mutagao do TP53

Apesar da enorme diversidade de genes que se encontram envolvidos na carcinogénese,
um dos genes mais estudados ¢ o 7P53 (gene que codifica para uma proteina supressora
de tumor, a p53), apresentando alteragdes genéticas mais comumente associadas a
carcinogénese humana. Este gene supressor de tumor desempenha uma a¢ao fulcral na
regulagao do ciclo celular, de modo a garantir a integridade do DNA, inibindo a
proliferacado celular apds o dano do DNA (Dahiya, 2006; Ecke et al., 2010; Rivlin, Brosh,
Oren, & Rotter, 2011).

As mutagdes e perda de heterozigotia neste gene ocorrem no cromossoma 17p13.1 em
CP mais agressivos e que apresentem um maior risco de recidividade, sendo incomuns
em fases iniciais do tumor. As mutagdes no gene 7P53 afetam a ativacdo da proliferagcdo
celular, a supressao da reparagdo dos danos do DNA e a indugdo de apoptose (Dahiya,

2006; Ecke et al., 2010).

Mutacgdes neste gene estdo relacionadas com o aceleramento da progressao do CP e com

o crescimento de células independentes de androgénios, uma vez que comprometem a

37



Geneética Molecular do Cancro da Prostata

capacidade das células tumorais sofrerem apoptose em resposta a instabilidade genética,
promovendo a acumulagdo de mutacdes, ndo s6 no gene 7P53 como também no AR,
responsaveis pela independéncia de androgénio nos CP (Cronauer, Schulz, Burchardt,

Ackermann, & Burchardt, 2004; Ecke et al., 2010).

Contudo, como as células perdem a capacidade de entrar em senescéncia ou de induzir a
apoptose devido as mutagdes que ocorrem neste gene, ¢ importante utilizar terapéuticas
que consigam conduzir a inducdo de apoptose ou senescéncia dentro das células
cancerosas. A presenca de mutagdes no 7P53 em estadios de desenvolvimento do tumor
mais avancados fazem com que as células se tornem mais resistentes a tratamentos de

radioterapia e quimioterapia (Chappell et al., 2012).
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3. Biomarcadores do Cancro da Prostata

Os biomarcadores podem ser proteinas, metabolitos, RNA, DNA, ou até alteragdes
epigenéticas de DNA, detetados através de amostras de tecido de pacientes, obtidos de
forma invasiva ou nao invasiva. Pela forma invasiva, pode realizar-se por bidpsia ou
resseccao cirurgica, ja pela ndo invasiva, utiliza-se o isolamento de células a partir de
fluidos corporais, como o sangue ou urina (Endzelins et al., 2016; Prensner, Rubin, Wei,

& Chinnaiyan, 2012).

Desde a primeira utilizagdo do antigénio especifico da prostata (PSA) como biomarcador,
que este tem sido fundamental ndo sé no rastreio do CP, como também no controlo da
eficacia da terapéutica. Apesar do uso deste biomarcador demonstrar elevada previsao
para o CP, o aumento do nivel de PSA no sangue também pode estar associado a casos
de prostatite ou HBP, apresentando assim uma baixa especificidade para o CP (Hessels

& Schalken, 2013; Wei, 2015).

3.1. Biomarcadores no sangue e na urina

O PSA corresponde a um teste de diagnostico ndo invasivo mais utilizado para o CP, que
leva a uma deteg@o mais precoce. Um aumento do nivel de PSA, na realidade desencadeia
a realizagdo de um teste mais especifico de confirmagao, a biopsia da prostata, uma vez
que se trata de um teste invasivo, pode acarretar algumas complicacdes para o doente,

nomeadamente infeciosas (Hessels & Schalken, 2013; Wei, 2015).

Dado o desconforto e as complicagdes que os homens podem vir a ter quando subtidos a
uma bidpsia estudou-se uma alternativa complementar ao PSA, que consiste na dete¢ao
de novos biomarcadores que fornecem informagdes suplementares, para uma detegao
precoce do cancro (Hessels & Schalken, 2013; Tosoian, Ross, Sokoll, Partin, &
Pavlovich, 2016; Wei, 2015).

Gragas aos avancgos tecnologicos, varios biomarcadores t€ém sido identificados e podem
ser detetados em fluidos corporais como a urina, a fim de conferir uma maior
sensibilidade e especificidade para a detecdo do CP (Cao & Yao, 2010; Tosoian et al.,
2016; Wei, 2015).

De acordo com as guidelines da European Association of Urology (EAU), deve realizar-
se o rastreio, através da realizacao do teste de PSA, a individuos assintomaticos com mais

de 50 anos, ou com mais de 45 anos e com historia familiar de CP. Também se recomenda
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o rastreio a homens que apresentem um nivel de PSA > 1 ng/ml aos 40 anos e com um

nivel de PSA > 2ng/ml aos 60 anos (Mottet et al., 2015).

Ainda nao se conhecem os intervalos de tempo ideais para a realizag¢ao do teste de rastreio
e respetivo follow-up. Contudo, importa ter em conta os grupos de risco e o nivel inicial
de PSA, por exemplo em homens que se encontrem inicialmente em risco, este teste
devera ser realizado 2 em 2 anos, em casos que nao o apresentem pode ser adiado até 8

anos (niveis de PSA inferiores a 1 ng/ml) (Mottet et al., 2015).

Por outro lado, um nivel de PSA <1 ng/ml antes dos 60 anos, prevé uma rara existéncia
de metéstases e baixa mortalidade causada por CP, assim conclui-se que existe uma maior
probabilidade de ter CP caso ocorra um aumento da concentracdo de PSA (Vickers et al.,

2010).

Muitas vezes podem ocorrer alteragdes na expressdo de genes, estas modificacdes
epigenéticas incluem alteragdes como a metilagdo do DNA, onde zonas promotoras de

genes possuem regides conhecidas por ilhas CpG (Hessels & Schalken, 2013).

Foram observadas mudangas nos padrdes de metilagdo do DNA em alguns tipos de
cancro, o que indica que a metilagdo do DNA pode servir como um marcador na detegdo

do risco de desenvolver cancro (Hessels & Schalken, 2013).

Genes que exibem grande percentagem de metilagdo dos seus nucledtidos
(hipermetilados) tém sido correlacionados com o desenvolvimento do CP, como € o caso
do GSTPI, que devido a alteragdes epigenéticas, a proteina codificada por este gene
guarda perde a sua capacidade de desintoxicagdo celular, por consequéncia, leva ao
aumento do risco de desenvolvimento do cancro. Assim sendo, a diminui¢ao da
capacidade de desintoxicagao celular, leva ao aumento do stress genotdxico e acumulagao
progressiva de alteragdes genéticas adicionais, que desencadeia um aumento da taxa de
proliferacdo. Visto que a epimutacdo deste gene surge numa fase inicial dos CP, a analise
da metilagdo do DNA do promotor GSTPI/ em fluidos corporais, permite detetar a
hipermetilacio das ilhas CpG, transformando este mecanismo molecular num
biomarcador precoce do cancro, como se pode observar na figura 6 (Schnekenburger et

al., 2014).
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Figura 6: Mecanismo molecular de hipermetilagdo das ilhas CpG da regido promotora do gene GSTP!

como biomarcador precoce do cancro (adaptada de Schnekenburger et al., 2014).

A hipermetilacdo de GSTPI tem sido detetada em mais de 90% dos tumores da prostata,
0 mesmo nao se observa em tecidos prostaticos normais, nem em amostras de HBP, assim
sendo a hipermetilagdo de GSTPI podera estar restrita as células malignas, incluindo em
células do CP e de PIN, tornando este biomarcador mais especifico para o CP (Hessels &

Schalken, 2013; Schnekenburger et al., 2014).

Outro gene hipermetilado em CP ¢ 0 RASSFIA, classificado como um gene supressor de
tumor. A perda de expressao deste gene resulta principalmente da hipermetilag@o das ilhas
CpG na sua regido promotora, sendo este fenotipo frequente no CP primario (Donninger,

Vos, & Clark, 2007; Hessels & Schalken, 2013).

Tal como observado para o gene GSTPI, a hipermetilagdo neste gene raramente ocorre
nos tecidos prostaticos normais, sendo observada entre 60% a 74% dos CP e em 18,5%
em amostras de HBP. Para além disso, a frequéncia da hipermetilacio encontra-se
associada a um grau elevado de desenvolvimento do tumor, de acordo com a classificagao
de Gleason e estadiamento. Deste modo pensa-se que a hipermetilagao de RASSF /A possa
distinguir a agressividade dos cancros. Assim sendo, também se pode considerar
RASSF 14 uvm candidato a biomarcador para o diagndstico do tumor da prostata (Hessels

& Schalken, 2013).
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A hipermetilacdo de certas regides do DNA poderd ser altamente especifica para
determinados tipos de cancro, onde genes hipermetilados podem integrar uma nova
geragdo de biomarcadores, utilizando fluidos corporais como a urina. No entanto, ¢
necessario ter em conta que, antes da utilizacao clinica dos mesmos, estes necessitam de

mais estudos que validem esta afirmagao (Hessels & Schalken, 2013).

O IncRNA PCA3 (antigénio do cancro da prostata 3), um RNA nao codificante longo,
consiste num biomarcador que apresenta uma taxa de incidéncia superior a 90% dos casos
de CP, ao contrario do que se verifica em tecidos normais ou com HBP. A alta
sensibilidade e especificidade deste biomarcador ao nivel dos tecidos, levou ao
desenvolvimento de varias formas de detetar este RNA em amostras de urina, onde a sua
combinag¢do com a andlise do valor de PSA, melhora o diagnostico do CP, principalmente

em casos que apresentem biopsia prévia negativa (Prensner et al., 2012; Wei, 2015).

Outro biomarcador que pode ser utilizado em associacdo com a detegdo de PCA3,
consiste na dete¢do do mRNA do gene TMPRSS2-ERG, sendo detetado em cerca de 50%
dos casos de pacientes com CP (Prensner et al., 2012; Tomlins et al., 2011; Wei, 2015).
De modo a melhorar a monitorizacao dos niveis de PSA sérico, utilizou-se com sucesso,
a conjugacao do PCA3 com TMPRSS2-ERG, uma vez que a presenca de niveis elevados
de TMPRSS2-ERG na urina em doentes que apresentam PSA sérico elevado pode indicar
que se trata de um tipo de cancro mais agressivo (Hessels & Schalken, 2013; Tomlins et

al., 2011).

Utilizando técnicas de dete¢do de mRNA ¢ ainda possivel identificar outro biomarcador,
o0 AMACR, que codifica para uma enzima que desempenha um papel importante na [3-
oxidagdo peroxissomal de moléculas de acidos gordos de cadeia ramificada a partir de
lacticinios e de carne. O consumo de lacticinios e de carnes vermelhas tem vindo a
relacionar-se com o risco aumentado de CP, como ja foi referido anteriormente (Hessels
& Schalken, 2013). No entanto, AMACR nao ¢ especifico para o CP e ndo se deteta

através da urina (Prensner et al., 2012).

Os MicroRNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas de RNA nao codificante (19-23
nucledtidos), que desempenham um papel importante na carcinogénese, através da sua
capacidade de funcionar tanto como supressores tumorais, como oncogenes (Dijkstra,
Mulders, & Schalken, 2014). Tém-se observado em diversos estudos no ambito da

detecao de marcadores moleculares que visam melhorar o diagndstico para varios tipos
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de tumores, a detegdo de miRNAs que no caso especifico do CP, podem ser detetados no

sangue (soro e plasma) e na urina (Mitchell et al., 2008; Salido Guadarrama et al., 2016).

Estudos independentes demonstraram que existem dois tipos de miRNAs em circulagao
detetados em células prostaticas tumorais, o miRNA-141 e o miRNA-375, e ndo
aparecem em células saudaveis, sugerindo a sua utilizacdo como marcadores de
progndstico e diagnostico especificos para o CP (Brase et al., 2011; Bryant et al., 2012;
Dijkstra et al., 2014; Kuner, Brase, Siiltmann, & Wuttig, 2013).

Os niveis plasmaticos elevados de miRNA-141 e miRNA-375, podem identificar a
presenca ou ndo de metastases em CP resistentes a castragdo e estar associados a
neoplasias de alto grau de acordo com a classificagdo de Gleason (Kuner et al., 2013). E
de realcar que a presenca elevada de miRNA-141 no plasma, encontra-se primeiramente
presente em CP metastaticos em comparacdo com individuos saudaveis (Kuner et al.,
2013; Mitchell et al., 2008). Por ultimo, os niveis de miRNA-141 ¢ miRNA-375
aumentam durante a progressao do tumor, estando ambos envolvidos na progressdo da

doenca (Kuner et al., 2013).
3.2. Marcadores Imunocitoquimicos

A TImunocitoquimica (ICQ) desempenha um papel importante no diagndstico de
patologias benignas e malignas apds a analise histologica da bidpsia ou da pega cirurgica

(Fleshman & Maclennan, 2005).

Existem duas orientagdes prementes para a utilizagdo da imunocitoquimica na patologia
prostética, em que a primeira corresponde a confirmagdo de CP e/ou distingue da doenca
benigna, e a segunda consiste na distingdo de CP a partir de lesdes malignas nao

prostaticas, que posteriormente envolvem a prostata (Paner, Luthringer, & Amin, 2008).

Os marcadores de imunocitoquimica especificos no diagndstico do CP, encontram-se
associados ao CP, as células basais e aos marcadores especificos da prostata, como se

pode observar na tabela 5 (Paner et al., 2008).
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Tabela 5: Marcadores imunocitoquimicos especificos utilizados no diagnéstico do CP (adaptada de Paner

et al., 2008).

Marcadores associados as células basais Proliferagdo maligna vs benigna > Auséncia

CK 34BE12 da camada de células basais, define o CP

CK 5/6 invasivo.

p63

Marcadores associados ao CP Proliferagcdo maligna vs benigna =

AMACR Expressao favorece a transformacéao
neoplasica.

Marcadores especificos da prostata Origem nio prostatica vs prostatica = Por

PSA exemplo: glandula bulbouretral; ducto

PAP mesonéfrico; vesiculas seminais; adenoma
nefrogénico.

A auséncia da camada de células basais, corresponde a um critério histolégico importante
para o CP, na medida em que a falta de marcagdo ICQ de células basais fornece
sustentacdo, para o diagnostico de patologia maligna em lesdes prostaticas atipicas

(Dabir, Ottosen, Hayer, & Hamilton-Dutoit, 2012).

As células basais exibem marcacdo ICQ positiva para citoqueratinas de elevada massa
molecular, como € o caso da citoqueratina 34BE12, da citoqueratina 5/6 e também para a

proteina p63 (Dabir et al., 2012; Paner et al., 2008).

A citoqueratina 34BE12 de elevada massa molecular ¢ um marcador citoplasmatico e
apresenta alta especificidade para as células basais da prostata, a marcagdao ICQ para a
citoqueratina 34BE12 estd frequentemente ausente em situagdes benignas (Fleshman &
Maclennan, 2005; Paner et al., 2008). No caso da citoqueratina 5/6, esta ¢ de tamanho
intermédio, expressa-se geralmente em células basais de lesdes benignas da prostata,
evidenciando uma marcacao ICQ citoplasmatica continua da camada profunda do epitélio
prostatico. A sensibilidade e especificidade que apresenta para as células basais no
diagndstico apos bidpsia € semelhante a da citoqueratina 34BE12. Também se obtiveram
resultados idénticos a estes, com anticorpos para a citoqueratina 14 (Dabir et al., 2012;

Paner et al., 2008).

A proteina p63, um homologo da proteina supressora tumoral p53, ¢ essencial para o
desenvolvimento da prostata e ¢ expressa seletivamente no compartimento de células

basais de diversos tecidos epiteliais prostaticos, auxiliando na identificacao dos nucleos
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de células basais nas lesOes benignas da prostata (Dabir et al., 2012; Shiran, Tan,

Sabariah, Rampal, & Phang, 2007).

A citoqueratina 34BE12 e a proteina p63 sdo comparaveis em termos de especificidade,
uma vez que ambas sdo altamente especificas para as células basais e estdo ausentes em

zonas tumorais (Paner et al., 2008).

Por outro lado, o AMACR ¢ considerado um marcador “positivo” para o cancro, uma vez
que apresenta marca¢do ICQ positiva em células prostaticas atipicas (Fleshman &

Maclennan, 2005).

Virios estudos apoiam a combinagdo de marcadores de células basais com o marcador
AMACR, auxiliando na distin¢ao de patologias malignas e benignas. Esta combinagao
pode englobar até trés marcadores diferentes (por exemplo AMACR, CK5/6 e p63).
Estudos recomendam que esta combinagdo tripla possa ser utilizada na avaliagao do

rastreio do CP nas biopsias (Dabir et al., 2012).

Em relacdo aos marcadores especificos da prostata (PSA e a PAP), também existem
tumores ndo prostaticos que podem expressar ambos ou apenas um dos marcadores. Estes
sdo uteis na identificacdo e confirmagdo de diagndstico de outros tumores, que podem
envolver o da préstata, ou seja, identificagdo de tumores pouco diferenciados como € o
caso do cancro da bexiga (Hameed & Humphrey, 2005). A expressdo destes marcadores
difere a nivel do CP metastatico e do primdrio, devido a alteracdes moleculares na

progressao do tumor (Queisser et al., 2015).

Relativamente ao PSA, este pode ser detetado em glandulas prostaticas normais, em CP
primdrios e metastaticos. No entanto, a intensidade de marcacdo ICQ do PSA em tecido
neoplésico € menor do que em tecido benigno prostatico, este facto pode resultar da baixa

expressao deste marcador em CP metastaticos (Queisser et al., 2015).
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4. Fatores genéticos do Cancro da Prostata

4.1. Gene MTHFR

O gene MTHFR codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) que
desempenha um papel fundamental no ciclo do folato e no metabolismo da homocisteina
(Yadav et al., 2015). Este gene apresenta 11 exdes codificantes (com base nos dados

Ensembl; Aken et al., 2016), e esta localizado no brago curto (p) do cromossoma 1 na

posicao 36.22 (figura 7) (Genetics Home Reference, 2016; NCBI, 2016).
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Figura 7: Localiza¢do do gene MTHFR no brago curto (p) do cromossoma 1 na posi¢ao 36.22 (retirado de
Genetics Home Reference, 2016).

A enzima MTHEFR catalisa a conversao irreversivel do 5,10-metilenotetrahidrofolato em
5-metilenotetrahidrofolato, gerando, assim a forma ativa de acido folico, responsavel pela
doacdo de grupos metil para a sintese de metionina a partir da homocisteina (figura 8) (S-
adenosilmetionina € o percursor de metionina, necessario para a metilagio do DNA)
(Kumar, Yadav, & Rai, 2015; Loépez-Cortés et al., 2015; Yadav et al., 2015). A
homocisteina ¢ um intermediario, produzido quando o organismo metaboliza metionina,

um aminoacido essencial (Orbell et al., 2013).

Existem dois polimorfismos do gene MTHFR que podem estar relacionados com o
desenvolvimento do CP, através da alteragdao da atividade enzimadtica, o polimorfismo
Co677T (Ala222Val) e A1298C (Glu429Ala). Apesar do polimorfismo A1298C também
influenciar a atividade especifica da enzima, o polimorfismo C677T ¢ o mais estudado,

pois tem maior influéncia na atividade enzimatica (Bai et al., 2009; Yadav et al., 2015).
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Figura 8: Metabolismo do folato (adaptada de Suzuki et al., 2008).
4.1.1. Polimorfismo C677T do gene MTHFR

O polimorfismo C677T (ou Rs1801133) ¢ o mais estudado, localizado no exao 4 do gene
MTHFR, apresenta a transi¢cao de uma citosina (C) por uma timina (T) na posi¢ao 677
(C677T), que resulta na substituicdo de uma alanina por uma valina no residuo de
aminoacido 222 (Ala222Val). O fendtipo resultante dessa substituicdo consiste numa
enzima termolabil com uma atividade enzimatica mais reduzida, comparativamente ao
genotipo selvagem (CC). Especificamente, os portadores de gendtipos CT e TT, ou seja
individuos heterozigéticos (677CT) e homozigoticos (677TT), expressam uma atividade
enzimdtica com redugdo de 65% e 30%, respetivamente, quando comparados com o
genoétipo selvagem CC (677CC) (Bai et al., 2009; Guo et al., 2015; Kumar et al., 2015;
Rasool R, 2015).

Neste polimorfismo de nucleétido tinico (SNP), o alelo T do gene MTHFR tem sido
associado a uma diminui¢do da atividade da enzima, que pode estar envolvido no
desenvolvimento de determinados tipos de cancro (Johansson et al., 2007). Com os
mesmos niveis de folato sérico, os individuos homozigéticos para o alelo T, possuem uma
atividade enzimadtica insuficiente, o que podera resultar em hipometilagdo gendmica,
tornando o polimorfismo MTHFR C677T um fator de risco genético para alguns tipos de
cancro (por exemplo o cancro da mama), doengas cardiovasculares, complicacdes
gestacionais (por exemplo a pré-eclampsia ou a espinha bifida), sindrome de Down,
epilepsia e ainda para a doenca de Parkinson (Hosseini, Houshmand, & Ebrahimi, 2011;

Muthuswamy & Agarwal, 2016; Rasool R, 2015).
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A distribuicdo da frequéncia do polimorfismo C677T do gene MTHFR depende da etnia
e da localizacdo geografica. A prevaléncia do gendtipo TT € menor, variando entre 1 e
2%, em populacdes de raga negra dos Estados Unidos, Africa subsariana e América do
sul, ¢ maior, com cerca de 20% em populagdes hispano-americanas, colombianas,

italianas e brasileiras (Liew & Gupta, 2015; Yadav et al., 2015).

Como ja foi referido anteriormente, deficiéncias a nivel do ciclo do folato no organismo
podem aumentar a incidéncia de varios tipos de cancros. Alguns estudos realizados,
afirmam que o consumo de alcool em homens que apresentem o geno6tipo CC e também
baixa ingestao de acido folico possuem maior risco de desenvolver o CP (Guo et al., 2015;

Kobayashi et al., 2012; Liew & Gupta, 2015).
4.2. Gene KLK3 ou PSA

O gene KLK3 codifica o antigénio especifico da prostata (PSA), também conhecido por
gene Kallikrein-related peptidase 3 (KLK3), membro da familia de Kallikrein (KLK),
sendo esta constituida por 15 genes localizados no cromossoma 19, com um tamanho de
aproximadamente 280 kb (Hong, 2014; Rodriguez et al., 2013). Os 15 genes KLK
encontram-se agrupados num cluster de genes, sendo transcritos a partir do centromero
para telomero, com a excecao de KLK2 e KLK3, como se pode observar na figura 9. Esta
organizag¢do pode estar interrompida em alguns tipos de células tumorais (Lawrence, Lai,

& Clements, 2010).
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Figura 9: Organizagdo do locus da familia de genes KLK (adaptada de Lawrence et al., 2010).

O gene KLK3 esta localizado no brago longo (q) na regido cromossémica 19q13.41
(figura 10), o comprimento destes genes varia entre 4 e 10 kb, sendo constituidos por
cinco exoes codificantes idénticos e quatro intrdes de tamanho variavel (Borgofio &

Diamandis, 2004; Emami & Diamandis, 2008).
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Figura 10: Localizag@o do gene KLK3 no brago longo (q) do cromossoma 19 na posi¢ao 13.41 (adaptada

de Weizmann Institute of Science, 2016d).

Na prostata, o gene KLK3 ¢ regulado pelo AR que consiste num recetor de androgénios.
Ap6s a ligacao de androgénios ao AR, ocorre uma alteragdo na sua conformacgao, levando
a translocacdo do AR para o nucleo e posterior transcricao de sequéncias especificas de
DNA, designadas por elementos de resposta aos androgénios (ARE). Os AREs
correspondem nomeadamente a repeticoes de sequéncias palindromicas de seis
nucleotidos separados por trés nucledtidos (GGTACAnnnTGTTCT) (Lai et al., 2006;
Olsen et al., 2016).

Existem trés AREs descritos no gene KLK3, o ARE-I, ARE-II e ARE-III (figura 11). O
ARE-I encontra-se localizado na regido promotora proximal do gene KLK3 a -170 e o
ARE-II na mesma regido a -394, o ARE-III localiza-se na regido promotora distal na

posicao -4200 (Lai et al., 2006).

Regido promotora proximal do gene KLEK3

)
f 1

[-4266 = -2870) {-400 = -265) i-170 =2 -155)
1 A Ap— ]
ARE-III ARE-II ARE-I TATA Resiio

codificanta
Promotor/enhoncer dizstal do zene KLK3

Figura 11: Elementos reguladores presentes no promotor do gene KLK3. Legenda: TATA — box no
promotor (adaptada de Balk et al., 2003).

4.2.1. Proteina PSA

A proteina PSA da familia KLK, ¢ a mais caraterizada e corresponde ao biomarcador mais
utilizado no diagndstico do CP, estadiamento tumoral e no controlo da doenga apos
tratamento, como foi mencionado anteriormente (Borgofio & Diamandis, 2004; Klein et

al., 2010).
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O gene KLK3 ou PSA codifica uma protease do tipo serina, produzida
predominantemente pela prostata, mais especificamente pelas células secretoras
prostaticas. Apesar de PSA ser encontrada em maior quantidade no sémen, também esta

presente em menor por¢ao na circulagdo sanguinea (Hong, 2014; Rodriguez et al., 2013).

O PSA ¢ uma glicoproteina de aproximadamente 28741 Da, com 261 residuos de
aminoacidos, e ¢ responsavel pela degradacdo de proteinas secretadas pelas vesiculas
seminais (semenogelina I e semenogelina II), resultando na liquefagao e libertacao do

sémen (Hong, 2014; Savblom et al., 2014; Weizmann Institute of Science, 2016d).

A proteina PSA ¢ sintetizada como preproPSA, contendo uma sequéncia sinalizadora no
terminal N (pre) com 17 residuos de aminoacidos. Esta sequéncia ¢ posteriormente
clivada, gerando a forma inativa da proteina (proPSA) com 244 residuos de aminoacidos

(Balk et al., 2003; Borgoio & Diamandis, 2004).

Virios estudos referem que a proteina KLK?2 pode representar um ativador fisiologico
para o PSA, visto que também procede a clivagem das proteinas semenogelina I e
semenogelina II (Savblom et al., 2014). A ativacdo do PSA deve-se a agdo da proteina
KLK2 através da clivagem dos sete aminodcidos N-terminal do proPSA, que ocorre entre
a arginina na posi¢ao 7 e a isoleucina na posi¢ao 8 permanecendo com 237 residuos de

aminoacidos na forma ativa (Balk et al., 2003).

O epitélio prostatico normal rodeado por células basais, secreta proPSA para o limen das
glandulas, em que este ¢ removido pela proteina KLK2 de modo a gerar o PSA ativo.
Dissemina-se para a circulagdo, uma por¢ao deste PSA ativo, ligando-se aos inibidores
da protease (particularmente a-1 anti-quimiotripsina) que inativam o PSA ativado. Existe
também uma forma de PSA identificada na zona de transicdo da prostata, denominada
por PSA benigno (bPSA) que estd aumentado em doentes com HBP (Balk et al., 2003;
Savblom et al., 2014).

O PSA ¢ especifico do 6rgdo, mas ndo ¢ especifico do cancro. Todas as células, quer
sejam de tecido normal, HBP ou neoplésicas prostaticas produzem PSA, no qual os niveis
mais elevados sao encontrados na zona de transicao em doentes com HBP. As células de
CP produzem niveis de PSA mais baixos comparativamente com os produzidos pelas
c¢lulas de HBP, que se compensa pelo aumento da quantidade de PSA que entra em

circulacao, devido a lesdes de CP primdrios e metastaticos. E importante realgar que a
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expressdo do PSA diminui com o aumento da classificacdo de Gleason (Shariat, Canto,

Kattan, & Slawin, 2004).

A proteina PSA desempenha uma agdo mitogénica fundamental na estimulagdo da
proliferacdao do tumor, participando na clivagem da IGBFP-3 onde ¢ libertado um agente
mitogénico, o IGF-1, agente das células epiteliais e estromais da prostata. Alguns estudos
demonstraram, que os niveis totais do IGF-I estdo associados ao risco de CP avancado

(Hassan, Kumar, Singh, & Yadav, 2007; Penney et al., 2011).

O PSA pode também ativar o Transforming Growth Factor f (TGF-B), de modo a
estimular a diferenciagao celular, facilitando a disseminagdo do tumor. Uma agdo
importante na luta contra este tipo de cancro ¢ a inibi¢do do PSA, de forma a controlar a

progressao do tumor (Hassan et al., 2007).

Visto que os niveis de PSA variam consoante a idade, um aumento destes niveis pode
indicar que se tratam de doengas prostaticas benignas, relacionadas com este fator de risco
e ndo somente a presenca de CP, tornando este biomarcador pouco especifico para
doencas malignas (Ulmert, O’Brien, Bjartell, & Lilja, 2009). De modo a analisar o risco
de CP, estabeleceram-se valores de referéncia do PSA total relacionados com a idade do

doente, como se pode observar na tabela 6:

Tabela 6: Niveis de referéncia do PSA total associados a faixa etaria (adaptada de Carroll et al., 2009).

40 - 49 <25
50-59 <35
60 — 69 <45
70179 <6,5

Caso a concentragdo de PSA total seja < 2 ng/ml, existe uma baixa probabilidade de ter
CP em doentes assintomaticos. Diante de uma concentragao de PSA total > 10 ng/ml,
existe uma probabilidade elevada de CP, sendo recomendada a realizagdo de biopsia. No
entanto, ¢ importante realgar que resultados normais ndo excluem a possibilidade de CP

(Carroll et al., 2009).
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4.2.2. Polimorfismo ARE-I do gene KLK3

Alguns estudos demonstraram que um nimero elevado de polimorfismos no gene KLK3
tém sido associados as variagdes das concentracdes de PSA no sangue, referindo a
importancia destes polimorfismos como possiveis biomarcadores para um melhor

diagnédstico do CP (Lai et al., 2006; Rodriguez et al., 2013).

O SNP na regido promotora do gene KLK3 em ARE-I deste gene ¢ alvo de varios estudos,
relacionando-o com o risco de CP. Este polimorfismo foi identificado na regido
promotora proximal (ARE-I) do gene KLK3 na posicao -158, denominado por rs266882,
que resulta da substitui¢do de uma guanina (G) por uma adenina (A). Esta substitui¢ao
pode afetar a afinidade de ligacdo do AR e consequentemente a transcri¢ao do gene. O
alelo A apresenta maior afinidade e estabilidade de ligacao (Jesser et al., 2008; Lai et al.,

2006).

Este SNP tem sido associado ao aumento dos niveis de PSA. Vérios estudos relacionam
a frequéncia dos alelos com a variagao dos niveis de PSA no sangue e consequente risco

de CP (Jesser et al., 2008; Lai et al., 20006).

Diversos estudos publicados, demonstraram que existe uma relacdo contraditoria entre a
associacao deste SNP e o CP. No entanto, muitos destes estudos tém sido conduzidos por
grupos pequenos e moderados, em populagdes de diferentes etnias e por nimeros de casos

variaveis em estudo (Lai et al., 2006).

Na tabela 7, pode-se observar as principais conclusdoes de estudos publicados que

relacionam o polimorfismo rs266882 com o risco de desenvolver CP.
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Tabela 7: Principais estudos publicados que estabelecem a associag@o do polimorfismo rs266882 e o risco

de desenvolver CP.

Caucasiana e afro-
americana
Caucasiana, hispanica,

afro-americana e japo-

Genotipo GG aumenta trés vezes o risco de
CP mais avangado.
Genotipo AA estd associado a niveis de PSA

mais elevados do que o gendtipo AG.

(W. Xue et al., 2000)

(W. M. Xue et al.,,
2001)

americana
Caucasiana Presenca de alelo G, diminui  (Gsur et al., 2002)
significativamente o risco de desenvolver
CP (efeito protetor).
Genotipo GG associado a CP mais
agressivos (score de Gleason > 7).
Portuguesa Genotipo AA associado ao aumento do risco (Medeiros et al.,

de desenvolver CP em idades < 67 anos € a

niveis mais elevados de PSA.

2002)

Caucasiana e afro- SNP nao estd associado aos niveis de PSA.  (Rao et al., 2003)

americana

Japonesa SNP ndo esta associado aos niveis de PSA, (L.-Z. Wang et al,
nem com o risco de desenvolver CP. 2003)

Chinesa Genotipo GG associado a maior volume (Chiang, Chen,
tumoral e a estadios mais avancados. Chang, & Hong,
Alelo G associado ao risco de CP. 2004)

Escocesa Genodtipo GG aumenta o risco de (Binnie, Alexander,
desenvolver CP em idades < 65 anos. Heald, & Habib,

2005)

Caucasiana Genotipo GG associado ao CP, em pacientes (Cicek, Liu, Casey, &
com a doenca num estadio menos agressivo. Witte, 2005)

Austriaca Genotipo GG associado a um score de (Schatzl et al., 2005)
Gleason mais elevado em relagdo aos
genotipos AA e AG.

Caucasiana Genotipos AA e AG aumentam o risco de (Lai et al., 2006)

Australiana desenvolver CP.

Nao existe associacdo entre o SNP e os

niveis de PSA.
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Australiana

Norte-americana

Turca

Indiana

Arabe

Coreana

Fatores genéticos do Cancro da Prostata

Nao existe associagdo entre o SNP e o risco
de desenvolver CP, nem com os niveis de
PSA.

Associagdo entre a presenca de metastases
ganglionares e o SNP.

Alelo A associado a menor invasdo dos
ganglios linfaticos.

Alelo G probabilidade duas vezes maior de
desenvolver o CP, na presenca de um score
de Gleason mais elevado (score > 7) e niveis
de PSA também mais elevados.

Genotipos AA e AG associados ao risco de
desenvolver CP ¢ HBP.

Genotipo GG associado ao maior risco de
CP.

Alelo G mais frequente em pacientes com
CP do que com HBP.

SNP ndo estd associado ao estadiamento
tumoral, nem aos niveis de PSA no sangue.
Pacientes  sauddveis  portadores  dos

gendtipos AA e AG associados a niveis de

PSA sérico mais elevados.

(Severi et al., 2006)

(Cramer, Sun, Zheng,

Xu, & Peehl, 2008)

(Kalay et al., 2009)

(Soni et al., 2012)

(Samzadeh et al.,
2012)

(Song, Park, & Lee,
2013)

Apesar de alguns resultados contraditorios, € importante salientar que a associagdo entre

o polimorfismo ARE-I do gene KLK3 e o desenvolvimento do CP trata-se de uma questao

que tem vindo a ser estudada, realizando-se testes focados nas variantes genéticas que

afetam, por exemplo os niveis de PSA, de modo a auxiliar no diagndstico, prognostico,

redu¢do do ntimero de biopsias desnecessarias e na escolha do melhor tratamento a

instituir em cada situacao clinica do CP (Song et al., 2013; W. Xue et al., 2000).
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4.3. Genes GSTM1, GSTTI e GSTPI da familia GST

As Glutationa S-transferases (GSTs) consistem numa superfamilia de enzimas que
catalisam a conjuga¢dao da glutationa, com varios substratos endogenos e exogenos
(xenobidticos) e assim protegem as células da acdo de eletrofilos. A glutationa ¢ um
tripéptido (gama-glutamil-cisteinil-glicina) que apresenta trés aminoacidos, o glutamato,
a cisteina e a glicina, atuando como um antioxidante hidrossolivel (Schnekenburger et

al., 2014).

A familia GST pode ser classificada em 8 classes distintas: a, L, K, ®, T, 6, 0 e { que sdo
codificadas pelos genes GSTA, GSTM, GSTK, GSTO, GSTP, GSTS, GSTT e GSTZ,
respetivamente (Safarinejad, Shafiei, & Safarinejad, 2011).

As enzimas GSTs sdo importantes na desintoxicacdo enzimdtica de fase II de
xenobidticos eletrofilos, tais como produtos quimicos cancerigenos, agentes poluentes
ambientais e agentes antitumorais, induzidos por stress oxidativo (Zhou, Drummen,

Jiang, & Qin, 2014).

Diversos estudos tém demonstrado que os produtos dos genes modulam as vias de
sinaliza¢do da proliferacdao celular, diferenciagdo celular e apoptose. A ocorréncia de
alteragOes epigenéticas nos genes da familia GST, levam a perda da sua capacidade de
desintoxicacdo celular, promovendo o desenvolvimento do CP (Dusinska et al., 2012;

Zhou et al., 2014).

Os genes mais amplamente estudados sao o GSTM1, GSTTI e o GSTPI. Deficiéncias
nestes genes podem aumentar o risco de ocorrer mutacdes, € consequentemente promover

o desenvolvimento do CP (Safarinejad et al., 2011).

4.3.1. Gene GSTM1

O gene GSTM1 codifica a glutationa s-transferase da classe p, encontram-se localizadas
num cluster de genes na regido cromossomica 1p13.3 (figura 12) e sdo conhecidos por

serem altamente polimorficos (Weizmann Institute of Science, 2016a).
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Figura 12: Localizagdo do gene GSTM1 no brago curto (p) do cromossoma 1 na posi¢do 13.3 (adaptada

de Weizmann Institute of Science, 2016a).

As mutagdes genéticas que ocorrem neste gene, nomeadamente delegdes, t€ém estado
associadas ao aumento do nimero de CP. As dele¢cdes podem levar a auséncia da
atividade enzimatica de GSTM 1, alterando a suscetibilidade aos agentes cancerigenos e a
toxinas, bem como a toxicidade ¢ a eficacia de determinados farmacos (Sivonova et al.,
2009; Weizmann Institute of Science, 2016a). A atividade enzimatica de GSTMI
encontra-se ausente em aproximadamente 40% a 60% da populacdo caucasiana, como
resultado da heranga de dois alelos nulos (conduzem a auséncia da expressao do gendtipo)

(Ntais, Polycarpou, & Ioannidis, 2005).

4.3.2. Gene GSTT1

O gene GSTTI que codifica a glutationa s-transferase da classe 0, localizado no
cromossoma 22ql1 (Figura 13), corresponde a uma das variantes mais importantes de
GST. A enzima GSTT1 catalisa a desintoxicagdo do 6xido de etileno e do brometo de
metilo, e de outros metabolitos halogenados. A alteragcdo da capacidade de desintoxicacdo
encontra-se envolvida na patogénese de varios cancros, incluindo o da prostata (Zhou et

al., 2014).
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Figura 13: Localizagdo do gene GSTT1 no brago longo (q) do cromossoma 22 na posi¢do 11 (adaptada de

Weizmann Institute of Science, 2016c¢).

A classe 0 inclui ndo s6 o GSTT1, como também o GSTT2. Tanto o gene GSTT1, como
GSTT2 partilham em 55% da identidade da sequéncia de aminoéacidos e podem
desempenhar um papel importante na carcinogénese (Weizmann Institute of Science,

2016¢). Em relacdo a um estudo realizado por Ntais, C. et al. (2005), observou que a
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atividade de GSTT! se encontra ausente (delecio homozigética do gene) em

aproximadamente 20% a 30% da populacdo caucasiana (Ntais et al., 2005).

E importante salientar que o papel destas enzimas é crucial na prote¢do do DNA contra
danos oxidativos, no qual as enzimas GSTMI1 e GSTTI apresentam diferentes
especificidades de substrato na desintoxicagao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

cancerigenos (Ntais et al., 2005).

4.3.3. Gene GSTPI

O gene GSTPI codifica a glutationa s-transferase da classe m, enzima metabolica de fase
IT importante na desintoxicagdo enzimatica de xenobiodticos eletrofilos (Beer et al., 2002),
que apresenta localizacdo citogenética no cromossoma 11q13.2, como se pode observar

na figura 14 (Weizmann Institute of Science, 2016b).
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Figura 14: Localizagdo do gene GSTP/ no brago longo (q) do cromossoma 11 na posigdo 13.2 (adaptada
de Weizmann Institute of Science, 2016b).

A regido que codifica o gene GSTP! ¢ controlada por um grande niimero de ilhas CpG
no local de inicia¢do da transcricdo da regido promotora. A regulagdo da expressdo de
GSTPI apresenta varios fatores de transcricdo importantes, tais como o0 GATA-1 (fator
de transcrigdo eritroide), SP-1 (proteina de especificidade 1), AP-1 (proteina ativadora 1)
e NF-xB (fator nuclear kappa de células B ativadas). O gene GSTPI também estd
envolvido na regulacdo da apoptose celular. A sobre-expressdo do gene pode indicar que
a atividade de desintoxicagdo enzimatica foi aumentada devido a exposi¢do a

xenobioticos, implicando stress oxidativo (Schnekenburger et al., 2014).

Como referido anteriormente no capitulo dos biomarcadores e no dos mecanismos de
carcinogénese no CP da presente monografia, ¢ neste gene que se encontra a alteragao
epigenética mais observada no CP, a hipermetilagdo das ilhas CpG da regido promotora

do gene GSTPI, considerando este mecanismo molecular um biomarcador para o CP

(Schnekenburger et al., 2014).
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4.3.4. Polimorfismo A313G do gene GSTPI1

A avaliacdo do papel dos polimorfismos em genes envolvidos no stress oxidativo, pode
representar uma estratégia importante, facilitando a determinagao do risco de desenvolver

CP (Zhou et al., 2014).

Este SNP do gene GSTPI representa o polimorfismo mais estudado da familia GST. E
caraterizado pela transi¢ao de uma adenina (A) por uma guanina (G) na posi¢ao 313, que
resulta na substituicdo de uma isoleucina por uma valina no residuo de aminoacido 105
(Ile105Val), provocando a diminui¢do da atividade enzimatica de GSTPI e,
consequentemente a reducao da capacidade de desintoxicagao celular (Beer et al., 2002;
Ntais et al., 2005; Safarinejad et al., 2011; Schnekenburger et al., 2014; Sivonova et al.,
2009).

A tabela 8 sintetiza as principais conclusdoes de estudos publicados que associam o

polimorfismo A313G com o risco de desenvolver CP.

Tabela 8: Principais estudos encontrados sobre a associacdo do polimorfismo A313G e o risco de

desenvolver CP.

Indiana Genodtipo AA € o mais frequente em casos de CP. (Qadri et al., 2011)
Genotipo AG associado ao CP em idades mais
avangadas.
SNP associado ao risco de desenvolver CP.

Caucasiana SNP associado ao risco de desenvolver CP. (Cai et al., 2013)

Caucasiana SNP associado ao risco de desenvolver CP. (Yuetal., 2013)
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5. Tratamento do Cancro da Prostata

Apos a realizagdo do diagnostico de CP, € importante estabelecer o protocolo adequado
a situacao clinica especifica do doente, visto que o tratamento utilizado no CP localizado
difere totalmente do tumor avangado, localmente avangado ou metastatico (Heidenreich
et al., 2014; Mottet et al., 2015; Parker, Gillessen, Heidenreich, & Horwich, 2015). Na
tabela 9 pode-se observar diversas estratégias terapéuticas a utilizar em cada estadio do

CP (Parker et al., 2015).

Tabela 9: Estratégias terapéuticas associadas ao estadiamento tumoral (adaptada de Parker et al., 2015).

CP localizado

Risco baixo Vigilancia ativa

Braquiterapia

Prostatectomia radical

Radioterapia externa

Risco intermédio Vigilancia ativa

Braquiterapia

Prostatectomia radical

Radioterapia externa (opgdo de ADT
neoadjuvante)

Risco elevado Neoadjuvante ADT + Radioterapia externa +
adjuvante ADT

Radioterapia externa + linfadenectomia pélvica

CP localmente avancado

Neoadjuvante ADT + Radioterapia externa +
adjuvante ADT
Radioterapia externa + linfadenectomia pélvica

CP metastatico
CP metastatico - terap€utica inicial ADT

CP resistente a castrag@o (1* linha) Abiraterona
Docetaxel
Enzalutamida
Radio-233
Sipuleucel-T
CP resistente a castragdo (2° linha) Abiraterona
Cabazitaxel
Enzalutamida
Radio-233

5.1. Tratamento do Cancro da Prostata localizado

Atualmente, as opgOes mais utilizadas para este tipo de tratamento sao: vigilancia ativa e
espera vigilante, prostatectomia radical, braquiterapia e radioterapia externa (Mottet et

al., 2015; Parker et al., 2015).
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5.1.1. Vigilancia Ativa e Espera Vigilante

O tratamento do CP utilizado em fase precoce de evolucdo, pode variar consoante trés
diferentes grupos de risco (tabela 10), de modo a orientar o prognostico e a consequente
terapéutica (Heidenreich et al., 2014; Mottet et al., 2015; Parker et al., 2015).

Tabela 10: Grupos de risco para o CP localizado. Legenda: GS — score de Gleason; PSA — antigénio

especifico da prostata; T — tumor primario (adaptada de Parker et al., 2015).

T1 -T2 T2b >T2c
e e/ou ou
GS<6 GS=7 GS=8-10
e e/ou ou
PSA <10 ng/ml PSA =10—-20 ng/ml PSA > 20 ng/ml

Numa fase precoce do CP localizado, tenta-se efetuar um tratamento com fins
terapéuticos (Parker et al., 2015). De modo a evitar perda de qualidade de vida, o
tratamento do CP localizado em alguns casos pode ser adiado, na qual s3o respeitadas
duas estratégias de tratamento: a vigilancia ativa e a espera vigilante (tabela 11)

(Heidenreich et al., 2014; Mottet et al., 2015).

Tabela 11: Defini¢des de vigilancia ativa e espera vigilante (adaptada de Mottet et al., 2015).

Tratamento Terapéutico Paliativo

Acompanhamento (Follow | Predefinido Especifico para cada paciente
up)

Esperanca de vida > 10 anos <10 anos

Alvo Minimizar a toxicidade Minimizar a toxicidade

relacionada com o tratamento | relacionada com o tratamento
sem comprometer a

sobrevivéncia
Grupos de individuos alvo | Aplicado apenas a pacientes | Aplicado a todos os pacientes
de baixo risco independentemente do

estadio

5.1.2. Prostatectomia Radical

A prostatectomia radical consiste no procedimento cirtrgico (remogao de toda a prostata
e de ambas as vesiculas seminais) mais utilizado em individuos com idades inferiores a
70 anos, que apresentem CP localizado (risco baixo ou intermédio e pacientes

selecionados com elevado risco) (Heidenreich et al., 2014; Mottet et al., 2015).
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5.1.3. Braquiterapia

A braquiterapia refere-se a colocag¢do de implantes radioativos no interior da prostata.
Existem duas formas de braquiterapia distintas, a braquiterapia de baixa taxa de dose
realizada em pacientes com risco baixo ou intermédio de CP ou em combinagdo com a
radioterapia externa em pacientes com elevado risco de CP e a braquiterapia de alta taxa
de dose utilizada em combinagdo com a radioterapia externa em pacientes de risco

intermédio ou alto (Keyes et al., 2013; Mottet et al., 2015).
5.1.4. Radioterapia Externa

A radioterapia externa consiste na administracao de radia¢do exterior ao corpo, indicado
em pacientes que apresentem um baixo ou intermédio risco de CP. Este tipo de terapéutica
¢ direcionado ao local do tumor, permitindo que os tecidos normais nio sejam afetados
(Mottet et al., 2015; Parker et al., 2015). Pode ser combinada com a terapia de privagao
de androgénios (Keyes et al., 2013).

5.2. Tratamento do Cancro da Préstata avancado (localmente avancado ou

metastatico)

Neste estadiamento tumoral pode-se utilizar em combina¢do ou ndo com as alternativas
referidas anteriormente, a terapia de privacao de androgénios, o tratamento do cancro da
prostata resistente a castracdo e o tratamento de complicagdes Osseas, dependendo do
estado clinico do doente e do critério clinico de cada médico (Cornford et al., 2016; Mottet

et al., 2015; Parker et al., 2015).
5.2.1. Terapia hormonal/Terapia de privacao de androgénios

O crescimento do CP depende essencialmente da existéncia de androgénios, assim sendo
o principal objetivo deste tratamento consiste em bloquear a acdo desta hormona
(Bostwick et al., 2004; Mottet et al., 2015). A terapia hormonal, também conhecida por
terapia de privagdo de androgénios (ADT), apresenta varios tipos de tratamento utilizados

no CP, tais como:
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5.2.1.1 Agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRH)

Atualmente este tipo de ADT ¢ o mais utilizado, dado que consiste num tratamento
reversivel, evitando um desconforto fisico e psicologico ao doente associados a castragao
cirtirgica (Cornford et al., 2016). A hormona libertadora de gonadotrofina (GnRH) ¢ uma
hormona produzida no hipotdlamo que controla a produ¢ao na hipéfise da hormona LH,
produzida na glandula pituitaria. Esta hormona por sua vez esta envolvida no controlo da
producao da testosterona pelos testiculos (Lepor & Shore, 2012; Rick, Block, & Schally,
2013).

O objetivo deste tratamento consiste na administragio de um implante ou injecdes
repetidas pela via subcutdnea ou intramuscular de agonistas LHRH (tabela 12),
provocando uma estimulacdo continua da glandula pituitaria que leva a desregulagdo dos

recetores da glandula para a hormona LHRH (Mottet et al., 2015; Rick et al., 2013).

Tabela 12: Agonistas de LHRH utilizados em pratica clinica (adaptada de Rick et al., 2013).

Buserrelina

Goserrelina
Leuprorrelina
Nafarelina

Triptorrelina
Histrelina

5.2.1.2 Antagonistas da hormona LHRH

Este tipo de terapéutica consiste na ligacdo imediata e competitiva dos antagonistas da
LHRH aos recetores da glandula pituitéria, levando a diminuig¢ao rapida dos niveis de LH
e testosterona. Visto que, este tratamento apresenta uma rapida diminui¢do dos niveis de
LH e testosterona, comparativamente com os agonistas da LHRH, pode ser
particularmente importante em pacientes que apresentem doenga localmente avangada ou
metastatica sintomatica. No entanto, exibe a desvantagem de ndo possuir formulacio de
implante de agdo prolongada (Cornford et al., 2016; Mottet et al., 2015). O antagonista
de LHRH utilizado em pratica clinica ¢ o Degarrelix (Mottet et al., 2015).

5.2.1.3 Anti-androgénios

A terapéutica de bloqueio dos recetores androgénicos a nivel da prostata, também

conhecida por anti-androgénios, encontra-se normalmente associada aos agonistas LHRH
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(Cornford et al., 2016). Os anti-androgénios sdo farmacos administrados oralmente que
competem com a DHT pela ligagdo ao AR, reduzindo o crescimento das células
prostaticas tumorais (Ricci, Buzzatti, Rubagotti, & Boccardo, 2014). Estes farmacos sao

classificados em anti-androgénios esterdides e nao esterdides (tabela 13).

Tabela 13: Anti-androgénios utilizados em pratica clinica (adaptada de Mottet et al., 2015).

Bicalutamida
Acetato de ciproterona | Flutamida
Nilutamida

5.2.1.4 Orquiectomia bilateral (castracio cirirgica)

Esta alternativa cirurgica consiste na remoc¢do total ou de células dos testiculos que
produzem a testosterona, funcionando como uma forma de terapia hormonal irreversivel

(Cornford et al., 2016; Mottet et al., 2015).
5.3. Tratamento do cancro da prostata resistente a castragao

A resisténcia a castragdo carateriza-se por uma elevada expressao ou hiperativacdo do
AR, apesar dos niveis de castracdo de androgénios. Numa fase mais avancada
(metastatica) do CP, o tumor deixa de responder ao tratamento hormonal, procedendo-se
a realiza¢do de quimioterapia com docetaxel (citotdxicos que interferem com a tubulina
(INFARMED, s.d.)) em primeira linha, apresentando também os seguintes farmacos:
acetato de abiraterona e enzalutamida (inibidores da biossintese de androgénio);
sipuleucel-T (utilizado em imunoterapia) e radio-223 (atua como um mimético de célcio).
Também ¢ indicado na quimioterapia cabazitaxel (citotoxicos que interferem com a
tubulina (INFARMED, s.d.-a)) em pacientes que receberam tratamento com docetaxel
previamente, atuando como terapéutica de segunda linha, tal como os seguintes farmacos:
abiraterona, enzalutamida e radio-233 (Cornford et al., 2016; El-Bahesh, Finianos,

Alfaraj, & Aragon-Ching, 2015; Merseburger, Bellmunt, Jenkins, Parker, & Fitzpatrick,
2013; Parker et al., 2015; Saad & Miller, 2014).

5.4. Tratamento de complicacdes osseas

As complicagdes Osseas podem ocorrer em consequéncia dos tratamentos com anti-
androgénios ou pelo cancro através de metastases, assim atuando de um modo paliativo

em metastases 0sseas dolorosas, recomenda-se radioterapia externa e também a utilizagao
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de acido zoledronico, da classe dos bifosfonatos, eficaz na prevencdo ou redugdo de

complicacdes Osseas e no alivio da dor 6ssea (Parker et al., 2015; Saad & Miller, 2014).

A terapia de radioisotopos com os produtos radioativos estroncio-89 e samario-153, pode
ser uma alternativa eficaz em pacientes com metéstases 6sseas (Saad & Miller, 2014).
Além disso a terapéutica com radio-233 (um agente a-emissor de radiacdo, atingindo
especificamente metastases Osseas) atua como mimético de calcio, diminui
significativamente a dor dssea, de modo a melhorar e prolongar a qualidade de vida em

pacientes com CP que apresentem metastases dsseas (So, Chin, Fleshner, & Saad, 2012).
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6. Conclusao

O aumento da incidéncia do CP, ndo s6 em Portugal, como a nivel mundial, torna esta
patologia num assunto de extrema importancia, que beneficiaria de novos estudos que
explorem a diversidade de alteragcdes genéticas que a causam, em parte ainda muito

desconhecidas.

Entre as diferentes doencas da prostata, o CP apresenta uma maior taxa de mortalidade
dada a gravidade da doenca comparativamente com as restantes, estando os fatores de

risco, idade, predisposicdo familiar e inflamag¢do associados a estas patologias.

Apesar dos mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese deste cancro ainda ndo
serem totalmente conhecidos, o CP desenvolve-se através da acumulagido de alteracdes
genéticas e epigenéticas somaticas, que resultam da inativacdo de genes supressores de
tumor e de genes guarda, como também da ativagdo de oncogenes (De Marzo et al., 2007).
A inativacdo do gene GSTP/ através da hipermetilagdo das ilhas CpG, aumenta o nimero
de danos acumulados por stress oxidativo, associando a mesma, ao risco elevado de
desenvolver CP, dado que a hipermetilagdao da regido promotora de GSTP1 se restringe

apenas a células malignas (Schnekenburger et al., 2014).

O stress oxidativo encontra-se cingido nos mecanismos referidos anteriormente, uma vez
que a perda de desintoxicacdo celular promove o desenvolvimento do CP (Dusinska et
al., 2012; Zhou et al., 2014). De modo a combater o stress oxidativo e a reduzir o risco
de CP, estudos identificaram o licopeno, a vitamina E e o selénio como agentes
antioxidantes, que possuem propriedades anticancerigenas auxiliando na prevengao do

CP (Chen et al., 2015; Ilic et al., 2011).

Para além da alteracao do GSTP1, existe também um numero consideravel de genes como
0 ¢-Myc, NKX3.1, PTEN, CDKNIB, Rb, FOXO1A4, CDHI, EZH2, AR e TP53 que

apresentam diferencas na sua expressao, podendo contribuir para a progressao do CP.

Relativamente as alteragdes do gene c-Myc, estas contribuem para a iniciagdo e
progressao da doenga e potenciam o aumento da agressividade do CP (Gurel et al., 2008;
Koh et al.,, 2010; Wahlstrom & Arsenian Henriksson, 2015). No gene NKX3./ a
diminuicdo da sua expressdo promove a formag¢do do CP, por aumento de danos
oxidativos nas células prostaticas (Cai Bowen et al., 2013; Martinez et al., 2014). Quanto
ao gene PTEN, a perda da sua fungao também promove a proliferagdo anormal das células

da prostata, encontrando-se frequentemente associado ao CP avangado (Gonzalgo &
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Isaacs, 2003; Nelson et al., 2003). Enquanto que no gene CDKN1B a expressao diminuida
ou ausente esta associada apenas as células prostaticas tumorais (De Marzo et al., 2007).
Em relacdo ao gene RbD, a sua perda de expressdo encontra-se associada a 90% dos
tumores neuroendocrinos de células prostaticas envolvido no desenvolvimento do CP
(Tan et al., 2014). No gene FOXOIA a sobre-expressdao em células de CP, provoca
apoptose e induz genes que afetam a proliferagdo celular (Dong, 2006). A diminui¢do da
expressao do gene CDHI no CP encontra-se relacionada com o CP metastatico (Dahiya,
2006; Ikonen et al., 2001). O gene EZH?2 ¢ essencial na iniciagdo, desenvolvimento e
progressao do cancro, tendo a sua expressdo aumentada no desenvolvimento metastatico
do CP. Este gene tem vindo a ser representado como um alvo terapéutico promissor, dado
que se forem desenvolvidos inibidores especificos para EZH2, ocorre um bloqueio da sua
atividade, bloqueando o crescimento do tumor (Yamaguchi & Hung, 2014). No gene 4R,
as alteragdes apresentam uma maior prevaléncia em tumores metastaticos e
independentes da regulacdo dos androgénios (Nelson et al., 2003; Saraon et al., 2011).
Por ultimo, um dos mais estudados, o gene 7P53 apresenta alteragdes que aceleram a
progressio do CP e também estdo relacionadas com o crescimento de células

independentes de androgénios (Cronauer et al., 2004).

O PSA continua a ser o biomarcador mais utilizado para o rastreio do CP. No entanto,
este biomarcador apresenta uma baixa especificidade para o CP, dado que o aumento do
nivel de PSA no sangue também se deteta em outras patologias prostaticas (Hessels &

Schalken, 2013; Wei, 2015).

Os biomarcadores de DNA ¢ RNA tém demonstrado que podem ser detetados na urina,
podendo servir como biomarcadores promissores para a dete¢do do cancro (Hessels &
Schalken, 2013). A andlise da metilagdo do DNA da regido promotora do gene GSTPI,
que permite detetar a hipermetilagdo das ilhas CpG, uma vez que esta hipermetilacdo de
GSTPI se restringe as células malignas torna-se um biomarcador mais especifico para o
CP (Schnekenburger et al., 2014). Em relagao a metilagdo do DNA da regido promotora
do gene RASSFIA, pode representar um biomarcador candidato ao diagnostico de
tumores, tendo em conta que distingue a agressividade dos cancros de acordo com o score

de Gleason e o estadiamento tumoral (Donninger et al., 2007; Hessels & Schalken, 2013).

Presentemente, quanto a biomarcadores de RNA, o biomarcador mais utilizado ¢ o PCA3,
que apresenta alta sensibilidade e especificidade ao nivel dos tecidos prostaticos tumorais.

E importante salientar que ndo s6 a combinacdo deste biomarcador com a analise aos
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valores de PSA melhora o diagnodstico de CP, como também a associagdo de PCA3 com
a detecdo do mRNA do gene TMPRSS-ERG (Prensner et al., 2012; Wei, 2015),
concluindo-se que a detecdo de niveis elevados de TMPRSS-ERG na urina em pacientes
que apresentem PSA sérico elevado, pode indicar que se trata de cancros com maior grau

de agressividade (Hessels & Schalken, 2013; Tomlins et al., 2011).

Relativamente a marcacao ICQ, a utilizagdo da combinacdo dos marcadores de células
basais com o marcador AMACR pode auxiliar eficazmente na distingdo de patologias

benignas e malignas (Dabir et al., 2012; Hameed & Humphrey, 2005).

Na presente revisdo bibliografica, o objetivo principal baseou-se em identificar quais os
fatores genéticos e possiveis polimorfismos que se encontram associados ao aumento do

risco de desenvolver CP.

Um gene alvo de investigagdo associado ao CP ¢ o MTHFR, apresentando dois
polimorfismos que podem estar associados ao desenvolvimento do CP, através da
alteracdo da atividade enzimatica. O polimorfismo C677T do gene MTHFR tem sido o
mais estudado e associado a varios tipos de cancro, sendo controverso a sua associagao

com o risco de desenvolver determinados tipos de cancro ou se tem um papel protetor

(Collin et al., 2009).

Em relagdo ao gene KLK3 ou PSA, este exibe o polimorfismo ARE-I do gene KLK3,
associado ao risco de CP e ao aumento dos niveis de PSA, assim este SNP provoca
possivelmente alteragdes dos niveis de PSA no sangue, sendo consequentemente

associado ao risco de CP (Jesser et al., 2008; Lai et al., 2006).

Em alguns estudos considerados, refere-se que o genotipo GG, em comparacdo com 0s
outros genotipos, aumenta o risco de CP mais avancado, ou seja, esta relacionado com
estadios mais agressivos. Estudos relatam que o alelo G ¢ mais frequente em pacientes
com CP, outros demonstram que a presenca do alelo A estd associada a niveis mais
elevados de PSA. Ainda ¢ importante frisar, que alguns estudos referem que os genotipos
AA e AG ¢ que se encontram relacionados com o aumento do risco de desenvolver CP e
com niveis de PSA sérico mais elevados (Binnie et al., 2005; Chiang et al., 2004; Gsur et
al., 2002; Kalay et al., 2009; Lai et al., 2006; Medeiros et al., 2002; Samzadeh et al., 2012;
Schatzl et al., 2005; Severi et al., 2006; Song et al., 2013; Soni et al., 2012; W. Xue et al.,
2000; W. M. Xue et al., 2001).
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Perante esta observagdo, pode-se argumentar que apesar de alguns resultados
contraditdrios, existe uma relagdo entre o polimorfismo ARE-I do gene KLK3 e o
desenvolvimento do CP, tratando-se de uma questao bastante estudada ultimamente, onde
a analise mais detalhada das variantes genéticas que afetam, nomeadamente os valores de
PSA, poderiam ser cruciais no auxilio da caraterizagdo do diagnostico, progndstico e na

escolha do melhor tratamento a instituir a cada situagao clinica do CP.

Os genes da familia GST, desempenham uma funcao fulcral na prote¢ao do DNA contra
danos oxidativos, deste modo polimorfismos em genes envolvidos no stress oxidativo
podem determinar o risco de CP (Ntais et al., 2005; Zhou et al., 2014). Relativamente ao
SNP mais estudado dos genes da familia GST, o polimorfismo A313G do gene GSTPI,
alguns estudos avaliaram a frequéncia dos trés genotipos do polimorfismo em individuos
com CP, em que o genotipo AA apresentou uma maior frequéncia no CP, concluindo em
estudos com resultados semelhantes que existe uma associagdo significativa entre este
SNP e o aumento da suscetibilidade ao CP (Cai et al., 2013; Qadri et al., 2011; Yu et al.,
2013).

Dado que o CP se trata de um dos tipos de cancro mais incidentes atualmente, uma das
principais preocupagdes consiste na sele¢ao do melhor tratamento possivel, tendo em
conta a situagdo clinica do doente e os diferentes estadios da doenga. No caso de se
diagnosticar CP localizado, pode optar-se por tratamentos localizados como a
radioterapia externa ou a prostatectomia radical. Quando se diagnostica CP avangado a
terapia de privacao de androgénios € a terapéutica inicial habitualmente utilizada. No
entanto em CP metastaticos, estes podem desenvolver CP resistente a castragdao, sendo
utilizada a quimioterapia como op¢ao de tratamento em combinagdo ou ndo com outros
agentes terapéuticos. Contudo, o diagnostico e respetivo tratamento devem ser realizados

0 mais precocemente possivel, de modo a tratar da melhor forma possivel a doenca.

J4

Por fim, ¢ consensual a associagdo de interligagdo entre os genes considerados e o
aumento da suscetibilidade ao CP. No futuro, gragas aos avangos tecnoldgicos, podera
ser possivel identificar importantes polimorfismos candidatos a marcadores moleculares
que apresentem maior sensibilidade e especificidade para a detecdo do risco de

desenvolver CP, auxiliando na eficacia do tratamento.
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Anexos

Anexo I — Classificacdo de Gleason (2005) segundo a Sociedade Internacional de
Patologia Urologica (ISUP) (adaptada de Egevad, Mazzucchelli, & Montironi, 2012).

1. Noédulo circunscrito compacto de acinos de tamanho médio, uniformes, separados, de

forma arredondada ou oval.

2. Idéntica ao padrdo 1, circunscrito, contudo nos limites do nodulo de tumor pode haver
infiltragdo minima; as glandulas sdo menos organizadas e nao sdo tanto uniformes como no

padréo 1.

3. As unidades glandulares sdo discretas: normalmente glandulas menores do que nos
padroes 1 ou 2; ocorre infiltracdo entre e nos acinos ndo neoplasicos; marcada variacdo de

tamanho e forma; pequenos ndédulos de tumor cribriformes e circunscritos.

4, As glandulas microacinares condensadas sdo mal definidas, com lumen deformado; as

glandulas grandes cribriformes de limites mal definidos.

5. Nao apresenta qualquer diferenciag@o glandular, composto por folhetos continuos, filas
ou células individuais; comedocarcinoma com necrose central, rodeada por massas de aspeto

papilar ou soélido.

Esta classificacdo ¢ uma ferramenta importante para determinar o estddio de
desenvolvimento do cancro, quanto maior o score de Gleason, maior o risco de progressao
do cancro com ou sem tratamento (Duraes et al., 2013; Fine et al., 2012; Prostate Cancer

Foundation, 2015).



Anexo II — Estadiamento do Cancro da Prostata

Inicialmente, realiza-se a analise da extensdo e do tamanho do carcinoma, classificando-
se em:

TX — Tumor primario nao acessivel;

TO — Sem evidéncia de tumor primario;

T1 — Tumor clinicamente inaparente (ndo palpavel ao toque rectal, nem visualizavel por
imagiologia);

Tla — Tumor incidental (achado por acaso em material de ressec¢do transuretral da
prostata realizada para tratamento de hiperplasia benigna, presente em menos de 5% do
tecido removido);

T1b — Tumor incidental (achado por acaso em material de ressec¢ao transuretral da
prostata realizada para tratamento de hiperplasia benigna, presente em mais de 5% do
tecido removido);

T1c — Tumor identificado por bidpsia prostatica (aumento dos niveis de PSA);

T2 — Tumor confinado a prostata (detetavel ao toque rectal, visualizagdo imagioldgica a
ecografia transretal);

T2a — Tumor esta confinado a um dos lobos da prostata e ndo ocupa mais de 50% desse
volume;

T2b — Tumor estd confinado apenas a um dos lobos da prostata (direito ou esquerdo), mas
ocupa mais de 50% desse volume;

T2c — Tumor atinge ambos os lobos da prostata;

T3 — Tumor apresenta uma extensao para além da prostata (pode atingir as vesiculas
seminais);

T3a — Extensdo extraprostatica (unilateral ou bilateral);

T3b — Tumor invade as vesiculas seminais;

T4 — Tumor fixa-se ou invade estruturas adjacentes, como o esfincter externo, o reto, a

bexiga e a parede da cavidade pélvica;

Quanto ao niimero de ganglios linfaticos afetados, pode-se descrever os diferentes graus:
NX — Ganglios linfaticos ndo avaliados;
NO — Sem metastases ganglionares;

N1 — Metastases em ganglios linfaticos regionais;



A identificacdo da presenca de metastases a distancia ¢ essencial para um diagnostico
completo, na maioria dos casos os locais mais atingidos por estas metastases sdo 0s 0ssos,
os ganglios linfaticos distantes, os pulmdes ou o figado. A classificacdo enuncia:

MO — Sem metastases a distancia;

M1 — Metastases a distancia (incluindo cadeias ganglionares para além dos ganglios
linfaticos ndo regionais);

MIla - Metastases em ganglios linfaticos nao regionais;

M1b — Metastases Osseas;

MIlc — Metastases noutros 0rgaos (com ou sem metastases 0sseas).

Com recurso a defini¢des apresentadas anteriormente pode definir-se o estddio em que o
doente se encontra recorrendo a seguinte classificacdo (Dias, 2016; Duraes et al., 2013;

Prostate Cancer Foundation, 2015):

Classificacdo do estadiamento do cancro da prostata (retirada de Durées et al., 2013).

Estidio T —N — M — P3A — “seore™ de Gleason

L Tla—< NO Mo PSA <10 Gleason < 6
T2a NO Mo PSA <10 Gleason < 6
Ti-2a | N0 Mo PSA X Gleason X!

. 1A Tla-<¢ ] M PSA <20 Gleason 7
Tla-<¢ ] M PSA =10 <20 Gleason < 6
T2a N0 Mo PSA =10 <20 Gleson < 6
T2a N0 Mo PSA <20 Gleason 7
Tib NO Mo PSA <20 Gleason = 7
Tah NO Mo P5A X Gleason X!

B T2 N M0 Qualguer PSA | Chialquer Gleason
T1-2 N Mo PSA =20 Qualquer Gleason
T1-2 uli] M Qualquer PSA | Gleason =8

R T3a-b | MO M0 Qualquer PSA | Qualquer Gleason

v T4 MO M0 Qualquer PSA | Qualquer Gleason

Qualquer| M1 ) CQualquer PSA Qualquer Gleason
T
CQualquer| CQualquery M1 Cualquer PSA Cualquer Gleason
T N
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