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Glossaério
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ERO — Endoplasmic reticulum oxidoreductin
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VDRE - Vitamin D response element
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Abstract

Prostate cancer (PCa) is a male neoplasm with high incidence and prevalence in
the elderly population from western countries. Androgen deprivation therapy
(ADT) is a standard of care to patients with locally advanced or metastatic
disease, despite most will eventually relapse becoming hormone-resistant, which

is a bad prognosis event.

The aim of this project was to study the association of NOS2 (rs944722),
GPRCG6A (rs2274911), VKORC1 (rs2359612), ARG | (rs2781667) and ARGII
(rs3742879) genetic polymorphisms in PCa, particularly to assess their predictive
value for developing hormone resistance in subjects under androgen deprivation
therapy (ADT).

One-hundred and nineteen males, aged between 67-76 years old were included
in this study. Most presented with advanced stage PCa. Blood samples were
collected, and DNA extracted. Genotyping was conducted using real time PCR
with Tagman probes and PCR-RFLP.

The PCa patients with GG genotype of NOS2 gene Intron 20 are at risk for stage
T3-T4. Furthermore, the PCa patients either with CC genotype of the ARG |
polymorphism, or AA genotype of the VKORC1 polymorphism are at risk for PSA
greater than 20 ng/mL. Finally, PCa patients with GG genotype of the gene ARGII
is at risk for early diagnosis of the PCa.

The studied polymorphisms in NOS2, VKORC and ARGI genes were associated
with aggressive features whereas ARGII impact the earlier onset of prostate

cancer.

Keywords: Prostate cancer; Hormone resistance; Polymorphisms



Resumo

O Cancro da prostata (CaP) € uma neoplasia com alta incidéncia e prevaléncia
na populagdo mais velhas dos paises ocidentais. Terapia de privacdo
androgénica (ADT) é o padrdao de tratamento para doentes com doenca
localmente avancada ou metastatica, embora muitos irdo ter uma recaida e

tornar-se hormono-resistentes, o que € um mau prognostico.

O objetivo deste estudo foi estudar as associacdes polimorfismo genéticos de
NOS2 (rs944722), GPRC6A (rs2274911), VKORC1 (rs2359612), ARG |
(rs2781667) e ARGII (rs3742879) no cancro da préstata, em particular para
avaliar a possibilidade de desenvolverem hormono resisténcia nos doentes sob
ADT.

Cento e dezanove homens, com idades entre 67-76 anos foram incluidos neste
estudo. A maioria apresentava CaP em estadio avancado. Houve colheitas de
sangue e extracdo de DNA. A genotipagem foi conduzida através de real time
PCR com sondas Tagman e PCR-RFLP.

O gendtipo GG é de risco para o estadio T3-T4 no gene NOS2 Intrdo 20, O
gendtipo CC do gene ARGI e o genotipo AA para o gene VKORC1 séo de risco
para PSA superior a 20 ng/mL e o genoétipo GG do gene ARGII é de risco para

um diagndstico precoce do CaP.

Os polimorfismos estudados nos genes NOS2, VKORC1 e ARGI associados
com caracteristicas agressivas enquanto o do ARGII impacta o inicio precoce do
CaP.

Palavras-chave: cancro da préstata; hormono resisténcia; polimorfismo;
genética
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Introducéo

O Cancro € uma doenca que se caracteriza por crescimento celular anormal,
com potencial para invadir e metastizar outras regides do corpo. As células
tumorais distinguem-se de varias formas das células normais: capacidade
descontrolada de crescimento celular descontrolado, reducdo da apoptose,
capacidade de invadir e proliferar para regides locoregionais e a distancia e
diminuir a imunovigilancia, permitindo a sobrevivéncia das células tumorais. [1]
E uma doenca de base genética, sobretudo associada a mutacées em genes de
controlo do crescimento celular, apoptose e reparacdo de DNA. Estas alteracdes
podem surgir devido a erros na diviséo celular, danos na cadeia de DNA, falha
da reparacdo dos erros DNA ou mesmo herdadas, transmitindo-se dos

ascendentes familiares.

Praticamente em qualquer célula, ou qualquer 6rgéo, do corpo humano pode-se
iniciar e desenvolver uma neoplasia maligna. Os carcinomas sao o tipo de
neoplasia mais comum, com origem nas células epiteliais. Subdividem-se em
adenocarcinomas, que produzem fluidos ou muco (p.e. cancro da mama, colon

e prostata), células escamosas, basocelulares (p.e. pele). [2]

Cancro da Prostata

A préstata € uma glandula exocrina no sistema reprodutivo masculino,
responsavel pela producdo e armazenamento do fluido prostatico, componente
do sémen.

O cancro da prostata (CaP) é a neoplasia maligna com maior prevaléncia no
sexo masculino [3]. Em 2012 nos Estados Unidos da América (EUA) foram
diagnosticados 165 000 novos casos e morreram cerca de 30 000 homens por
CaP. No mesmo ano, na Europa, foram diagnosticados 420 000 CaP de novo
[4]. Em Portugal (n=2465) [5], verificou-se que os doentes com CaP
apresentavam idade entre os 50 e 96 anos, 50,1% com doenca localizada
(50,1%), 21.6% avancada e 10.1% metastizacdo a distancia. Esta neoplasia

apresenta-se frequentemente sem sintomatologia, presentes apenas em fases
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mais avancadas. A elevada incidéncia do CaP deve-se a causas multifatoriais,
sendo a principal a idade, uma vez que 99% dos casos sdao em homens com >
50 anos [3]. Outras variaveis incluem o background genético, etnia ou ambiente
[3].

A historia familiar € um fator de risco associado a CaP. Homens que tém um
parente de primeiro grau (pai ou irmao) com cancro de prostata tém risco 2x
maior de desenvolver esta neoplasia e aqueles com dois parentes de primeiro
grau afetados tém um risco cinco vezes maior em comparagao com homens sem
historico familiar [6]. Esta neoplasia também afeta mais homens negros do que
homens caucasianos ou hispanicos, sendo mais mortal nos negros. Por outro
lado, as taxas de incidéncia e mortalidade para homens hispénicos s&o um tergo
mais baixas do que para caucasianos [7].

Encontra-se bem estabelecido que o cancro da prostata ndo possui um Unico
gene responsavel, varios genes diferentes parecem estar implicados. Mutacdes
nos genes BRCAL e BRCA2, importantes fatores de risco para cancro de ovario
e cancro de mama em mulheres, também se encontram associados ao cancro
de prostata [8]. Outros genes vinculados, incluem o gene hereditario do cancro
de prostata 1 (HPC1), o recetor de andrégenos (AR) e o recetor de vitamina D
(VDR). A fusdo da familia de genes TMPRSS2-ETS, especificamente
TMPRSS2-ERG ou TMPRSS2-ETV1/4, promove o crescimento das células
cancerigenas. Essas fusdes podem surgir por meio de cadeias de rearranjo

complexas designadas por cromoplexia [9].

Fisiopatologia

Devido a sua localizacdo, as doencas da prostata podem afetar a micgcéo e a
ejaculacdo. O oOrgao é excretor e histologicamente contém muitas pequenas

glandulas [10].
No cancro de prostata, sdo as células da componente glandular que malignizam.

Estas células epiteliais que compdem as glandulas prostaticas utilizam

hormonas masculinas, andrégenios, para funcionar. A testosterona é o principal
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androgénio, produzida principalmente nas células de Leydig dos testiculos
(cerca de 95%), enquanto a dehidroepiandrosterona (DHEA) € produzida nas
supra-renais. A di-hidrotestosterona (DHT) é convertida a partir de testosterona,
através da atividade da enzima 5-alfa redutase, na propria préstata.

A larga maioria dos cancros de prostata séo classificados histologicamente como
adenocarcinomas, afetando a area glandular. Na préstata os adenocarcinomas
s&8o mais comuns na zona periférica.

Inicialmente, pequenos aglomerados de células cancerigenas permanecem
confinados a glandulas prostaticas normais, uma condicdo conhecida como
carcinoma in situ ou neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). Em alguns casos,,
estas células cancerigenas comegcam a multiplicar-se e espalhar-se para o tecido
prostatico circundante, desorganizando a organizac¢ao glandular e formando um
tumor. Eventualmente, pode progredir e invadir 6rgdos adjacentes, como as
vesiculas seminais ou ganglios linfaticos locoregionais, e/ou disseminar a
distancia através da corrente sanguinea e/ou sistema linfatico. A metastizacao
do cancro de préstata ocorre mais frequentemente para o 0sso e ganglios

linfaticos, podendo raramente invadir o reto e a bexiga ap6s progressao local.

A prostata € um 6rgao que produz citrato e acumula zinco, onde a proteina ZIP1
€ responsavel pelo transporte ativo do zinco dentro das células deste 6rgdo. O
zinco tem um papel fundamental em alterar o metabolismo da célula para
produzir citrato, que é um dos componentes do sémen. Todos estes processos
sao ineficientes em energia. As células malignas da préstata sao desprovidas
em grande parte de zinco, permitindo que acumulem energia, que € usanda para
proliferar. [11] O silenciamento do gene que produz ZIP1 parece estar envolvido
neste mecanismo. O ZIP1 é um supressor tumoral, uma vez que o zinco induz

apoptose em células anormais. [11]

A perda dos genes supressores de cancro, no inicio da carcinogénese prostatica,
foi localizada nos cromossomas 8p, 10q, 13q e 16q. As mutacdes no TP53 em
CaP primario sao relativamente baixas e mais frequentemente observadas em
contextos metastaticos, assim sendo, as mutacdes de TP53 sdo um evento

tardio na historia natural do CaP. As mutacfes no gene ataxia-telangiectasia
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mutated (ATM) também estdo associadas com o aumento do risco de cancro
uma vez que o gene supressor tumoral BRCAL é um dos alvos do ATM. [12] As
mutagfes encontradas no gene BRCA2 também estédo envolvidos no aumento
do risco de cancro, sendo principalmente transmitido de modo hereditario.
Outros genes supressores tumorais que desempenham um papel no CaP
incluem o PTEN e KAIL. A frequéncia relativa de perda de E-caderina e CD44
também foi observada, tal como foi demonstrado que a perda da proteina
retinoblatoma (RB) induz a desregulacédo do AR no CaP resistente a castracéo,
ao desregular a expressao de E2F1 [13]. Por outro lado, o gene RUNX2 é um
fator de transcricdo que impede gque as células cancerigenas sofram apoptose,
contribuindo assim para o desenvolvimento de CaP [14]. A via de sinalizag&o
intracelular PI3K/Akt interage com a mediada por TGFb1l/SMAD contribuindo
para a sobrevivéncia das células malignas da préstata e inibindo a apoptose [15].
Admite-se que o inibidor da apoptose ligado ao X (XIAP) possa promover a
sobrevivéncia e crescimento de células neoplasicas da préstata, sendo um
potencial alvo terapéutico, pois a sua inibicdo ter4 impacto na apoptose
prevenindo a proliferacdo desregulada das células malignas [16]. A citocina-1
inibidora de macréfagos (MIC-1) estimula a via de sinalizacdo da quinase de
adesdo focal (FAK), que induz crescimento e sobrevivéncia das células
prostaticas [17].

A ativacdo do recetor de androgénio (AR) contribui para a sobrevivéncia das
células de cancro da prostata, continuando a ser alvo de muitos estudos. O
antigeno de membrana especifico da prostata (PSMA), por ser muito expresso
em células epiteliais de CaP, tem sido usado como marcador diagndstico e alvo
terapéutico, uma vez que contribui para o seu desenvolvimento, ao aumentar os
niveis de folato para as células malignas sobreviverem, aumentando o folato

disponivel para uso pela hidrélise do folato glutamado [18].

Estadio, Classificagdo e Diagndéstico do Cancro da Prostata

O diagnodstico precoce do CaP estd associado a melhor progndéstico e a

tratamento mais eficaz. Entre as estratégias adotadas para detecdo em estado
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inicial, incluem-se medidas de educacdo e conhecimento da populacdo no

sentido de promover a importancia e realizacdo de avaliacdo urolégica regular.

O rastreio envolve o exame digital retal e o doseamento sérico do Antigénio
Especifico da Prostata (PSA). O PSA €& uma glicoproteina produzida pelas
células epiteliais dos ductos das glandulas prostaticas. Também se podem
verificar elevadas concentragdes de PSA em outras situacdes patoldgicas, mas
este acaba por ser um dos mais importantes marcadores para a detecao e
seguimento do CaP. Com o exame retal, alteracdes na concentracdo do PSA e
ainda o recurso & imagiologia, avalia-se a elegibilidade para realizacdo de
bidpsia prostatica e subsequente analise histopatoldgica. Se houver suspeita de
cancro, é sugerida uma biépsia. Durante uma bidpsia, sao colhidas amostras de
prostata através de agulhas especiais (geralmente seis em cada lobo da
préstata). Caso seja confirmado o diagnéstico de cancro da prostata na analise
histoldgica, é importante conferir o estadio utilizando-se frequentemente a
classificagdo Tumour Node Metastasis (TNM).

A ultrassonografia e a ressonancia magnética (RM) sdo os dois principais
meétodos de imagem usados para estudo do cancro de prostata. A prostata pode
ser dividida em quatro zonas anatomicas: estroma fibromuscular periférico,
central, de transi¢do e anterior. A zona periférica contém as por¢cdes posterior e
lateral da préstata, bem como as porcdes inferiores da prostata [19]. O espaco
central contém a porcdo superior da prostata, incluindo os aspetos mais
proximais da uretra e do colo da bexiga. A zona de transi¢ao esté localizada logo
antes dacentral e inclui a uretra distal a uretra da glandula central. Os feixes
neurovasculares. percorrem a superficie da préstata péstero-lateral e penetram
também na cépsula prostatica.

A maior parte do tecido glandular é encontrada nas zonas periférica e central
(zona periférica: 70-80% tecido glandular; zona central: 20% tecido glandular)
[20]. Alguns sao encontrados na zona de transicao (5% do tecido glandular).
Assim, a maioria dos cancros que se desenvolvem a partir de tecido glandular
serdo encontrados nas zonas periféricas e centrais, enquanto cerca de 5% é

encontrado na zona de transigdo [21].
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A partir de 2011, a ressonancia magnética (RM) é usada para identificar alvos
para biopsia da prostata usando a RM de fusdo com ultrassonografia ou apenas
orientagdo por ressonancia magnética. Em homens com suspeita clinica de CaP,
a biopsia de fusdo guiada por RM detetou cancro clinicamente significativo em
38% em comparacdo com 26% no grupo padrdo de bidpsia [22]. Em homens
candidatos a vigilancia ativa, a biopsia da préstata guiada por RM ou
ultrassonografia detetou 33% dos cancros, em comparagdo com 7% da biépsia
guiada por ultrassonografia padréo [23].

Para classificar lesGes suspeitas ha RM da prostata, o PI-RADS (sistema de
relatorios e dados de imagem da prostata) define padrdes para ressonancia
magnética multiparamétrica (mpMRI), incluindo criacdo e geragcdo de imagens.
A pontuacao do PI-RADS versao 2 mostrou uma especificidade e sensibilidade

de 73% e 95%, respetivamente, para a detecdo de CaP [24].

Classificacao de Gleason

O sistema de classificacdo Gleason € usado para avaliar o prognostico do CaP
e ajuda a orientar a terapia. O grau de Gleason é atribuido a neoplasia com base
na sua aparéncia arquitetonica. Uma pontuacdo mais alta associa-se a tumores
mais agressivos e com pior prognoéstico. Pode variar entre 2 e 10, com um
namero mais elevado indicando maiores riscos de recidiva e mortalidade [25].
Indica quanto o tecido do tumor difere do tecido normal da prostata e o grau de
desdiferenciacdo. O sistema Gleason é usado para classificar os tumores da
préstata de 2 a 10, atribuindo-se um nimero de 1 a 5 para o padrdo mais comum
observado ao microscépio (Figura 1) e, em seguida, faz 0 mesmo para o
segundo padrdo mais comum. A soma desses dois nimeros € a pontuacao de

Gleason.
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Figura 1 - Representacdo esquematica do sistema de pontuacdo ou grau de
Gleason. Quanto maior o grau, maior o risco de complica¢cdes e pior prognéstico
[25].

Estadio

Conhecer o estadio da doenca ajuda a definir o prognéstico e é Gtil na tomada
de decisao terapéutica. O sistema TNM (tumor / ganglios / metastases). inclui o
tamanho do tumor, o numero de ganglios linfaticos envolvidos e a presenca de
metastases a distancia. No sistema TNM os estadios T1 e T2 correspondem a
doenca confinada a préstata, enquanto nos T3 e T4 a doenca tem extensao
locoregional ou extra-prostéatica. N&o existe atualmente recomendacédo para usar
tomografia por emisséo de protdes (PET), tomografia axial computorizada (TAC)
ou cintigrafia 6ssea quando a neoplasia se encontra confinada a um estadio
precoce, com baixo risco de metastases [26].

Cancro da Prdstata resistente a castragédo hormonal
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Embora grande parte do foco recente no CaP esteja relacionado ao diagnostico
excessivo e ao tratamento excessivo dessa doenca, a cada ano
aproximadamente 30.000 homens ainda morrem de CaP avangado nos Estados
Unidos, tornando-a a segunda causa mais comum de cancro da prostata e de
morte por cancro em homens americanos [27]. A terapia de privacao
androgénica é o tratamento sistémico mais eficaz para o CaP recorrente. No
entanto, a grande maioria desses doentes acabara por desenvolver resisténcia
a abordagens hormonais, necessitando de outras formas de terapia. Em 2004
dois ensaios clinicos de fase Il relataram uma vantagem de sobrevivéncia com
0 uso da quimioterapia com docetaxel em homens com CRPC metastatico [28].
No entanto, embora o docetaxel seja ao mesmo tempo paliativo e associado a
sobrevida, ndo € a resposta definitiva para doentes com CRPC, pois
praticamente todos o0s homens desenvolvem resisténcia a esse agente

guimioterapico ou séo incapazes de tolerar os seus efeitos a longo prazo.

Essa necessidade clinica ndo atendida foi preenchida em 2010, quando uma
fase aleatéria do estudo TROPIC mostrou uma vantagem de sobrevivéncia para
um novo taxano, cabazitaxel, sobre mitoxantrona em homens com CRPC
metastatico que progrediram apds terapia anterior com docetaxel [29]. Com base
nesses resultados, o cabazitaxel foi aprovado para o segundo tratamento de
linha de CRPC metastatico. No mesmo ano, um agente oral com a capacidade
de suprimir a sintese de andrégenos, a abiraterona, também foi aprovado para
melhorar a sobrevida quando avaliado contra placebo em homens com CRPC
metastatico refratério ao docetaxel [29]. Finalmente, um produto de imunoterapia
autdloga, o sipuleucel-T, foi aprovado pelo FDA em abril de 2010 para o
tratamento de CRPC metastatico minimamente sintomatico, com base nos
resultados de um estudo aleatorizado de fase Ill comparando esse agente com
placebo [30].

A ativagao do recetor intracelular de androgenios (AR) por androgenios estimula
a proliferacdo celular enquanto inibe a apoptose em células cancerigenas da
prostata, resultando em crescimento e progressdo tumoral. Na auséncia de
androgenios, o0 AR € ligado a proteinas de choque térmico (por exemplo, HSP90)
e permanece principalmente no citoplasma. Apoés a ativacao por androgenios, a

AR dissocia-se das proteinas de choque térmico e transloca-se para o nucleo,
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onde se liga (com co-ativadores e corepressores) aos elementos de resposta
androgénica do DNA para induzir a ativacdo transcricional dos genes-alvo.
Durante a progressao para a resisténcia a castracdo induzida pela supressao
persistente de androgenio, a sinalizacdo do AR é mantida através de uma
variedade de mecanismos, incluindo aumento da expressao da amplificacdo do
gene AR e alteracfes estruturais na AR causadas por mutacdes genéticas [31]

ou variantes de reparagdo de mRNA [32].

O aumento da expressao, maior estabilidade e localizacdo nuclear da AR na
CRPC séo todos indicativos de uma AR hiperativa, que pode ser estimulada por
concentragbes minimas de androgenios circulantes [33]. Experiéncias em
animais mostraram que a -expressdo aumentada do AR € necesséria e suficiente
para o crescimento de muitas células cancerigenas da prostata na configuracao
dos niveis séricos de androgenio na castracdo [34]. Da mesma forma, em
doentes com CRPC, foi encontrada transcricdo aumentada do gene AR e
persisténcia da proteina AR em células cancerigenas isoladas de amostras de
tecido metastatico [35]. Além da amplificacdo do gene AR do tipo selvagem, o
aumento da quantidade de AR no CRPC pode ser causado por uma maior
estabilizacao e rotatividade mais lenta da AR [36]. Além disso, enquanto a AR
do tipo selvagem é ativada apenas por androgenios, a especificidade da ligacao
ao ligando pode ser ampliada por mutacdes somaticas geralmente ocorrendo no
dominio de ligacdo ao ligante do AR [37]. Essas mutacdes podem levar a
diminuicdo da especificidade e a ativacdo inadequada do recetor. por nao-
androgenios, resultando em um fenétipo promiscuo de AR que pode levar a
ativacado por estrogenios, progestinas, tirosina-quinases e outras moléculas de
sinalizacao oncogénicas. Por fim, 0 estado resistente a castracdo pode promover
o splicing alternativo do gene AR, produzindo transcritos variantes de mRNA sem
o dominio de ligacéo ao ligante, que séo tipicamente ativos [38]. Assim, existem
varios mecanismos de resisténcia ao androgenio mediados por AR terapia de
privacdo, cada uma das quais pode ser antecipada para exigir diferentes

abordagens terapéuticas.

Embora a terapia de privagao de androgenio (usando agonistas ou antagonistas
da hormona libertadora de hormona luteinizante) diminua os niveis séricos totais

de testosterona em aproximadamente 95%, essa intervencdo inibe
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principalmente a sintese de androgenio gonadal e ndo afeta os androgenios
extra-gonadais. Esta agora estabelecido que, no CRPC, h& producéo continua
de androgenios pelas glandulas suprarrenais e pelas préprias células tumorais
[39]. Além disso, no estado castrado, as concentragfes intraprostaticas de
testosterona e di-hidrotestosterona permanecem suficientes para estimular o AR.
Os principais mecanismos pelos quais 0 CRPC é capaz de superar 0os baixos
niveis circulantes de androgenio sdo a converséo local de androgenios adrenais
(por exemplo, androstenediona) em testosterona e a sintese intratumoral de
androgenios de novo através da expressdo aumentada de enzimas
esteroidogénicas como o citocromo P450 17 (CYP17). Essa enzima € alvo de

varios novos farmacos para a CRPC [40].

Os co-ativadores (e co-repressores) funcionam como adjuvantes de sinalizacéo
para a transcricdo mediada por AR, facilitando ou inibindo a ligacédo e a ativacao
do AR aos elementos de resposta androgénica nas regibes promotoras e
potenciadoras do DNA. Entre os cor-reguladores transcricionais mais
importantes no CaP esta a familia pl60 de co ativadores de recetores de
esteroides nucleares [41]. Experiéncias e estudos pré-clinicos de tumores de
préstata humanos sugerem fortemente que o aumento de expressao desses co
ativadores de recetores de esteroides € importante no surgimento da castracao.
Além disso, recentemente foi relatado que outro coativador de recetor nuclear,
NCOAZ2, funciona como um oncogene no CaP [42]. Finalmente, também pode
estar envolvida no desenvolvimento a regulacdo negativa de corepressores
relacionados com o AR de CRPC [43].

A resisténcia a castracdo também pode ser causada pela ativacdo de outras vias
de sobrevivéncia oncogénicas por meio da ativagdo promiscua de AR por nado-
androgénios (por exemplo, estrégenos, progestinas, anti-androgénios, tirosina-
quinases recetoras) ou por mecanismos alternativos, incluindo a ativacao de vias
de sinalizagdo compensatérias [44]. Por exemplo, foi demonstrado que a
sinalizagdo, que normalmente é dependente do AR, pode ser desencadeada na
CRPC mesmo em niveis indetetaveis de androgenio pela ativacdo de outros
recetores tirosina-kinases (por exemplo, recetor do fator de crescimento
insulinico-1, recetor do fator de crescimento epidérmico, recetor do fator de

crescimento endotelial vascular) e suas vias de transmissao de sinal associadas
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(por exemplo, fosfoinositideo 3-cinase / Akt / alvo de mamiferos da via da
rapamicina, proteina quinase ativada por Ras / Raf / proteina ativada por
mitogénio / via cinase regulada por sinal extracelular) [45]. Além disso, foi
observada diafonia entre a tirosina-quinase da superficie celular HER2 / neu e /
ou HER3 e a AR intracelular no CRPC, resultando em AR ativado por HER2 /
neu na auséncia de androgenios [46]. A ativacdo de outros recetores e suas vias
(por exemplo, recetor do fator de crescimento tumoral-b, Wnt / b-catenina, Src
quinase e recetor da interleucina-6) também esta implicada na interferéncia com
0 AR [47].

Outro mecanismo potencial de resisténcia a castracao envolve a ativacao de vias
antiapoptoticas associadas a sobrevivéncia. Em seres humanos e em modelos
animais de CaP avancado, verificou-se que a sobreexpressdo da proteina
antiapoptotica Bcl-2 confere resisténcia a supressado de androgenios [48]. Além
disso, outros fatores antiapoptoéticos relacionados ao Bcl-2, como o Bcl-XL e a
survivina, também séo frequentemente sobreexpressos no CRPC, mas néo na

doenca respondedora a hormonas [49].

Moléculas Associadas

Existem varias moléculas associadas ao CaP, por serem marcadores para a sua
detecdo ou por estarem mecanisticamente implicadas. Algumas destas
moléculas estdo associadas com a osteocalcina e 0 seu recetor, vitamina K e

arginase na forma de arginase | e arginase Il

Vitamina K

Esta vitamina desempenha um papel importante na coagulacdo, além de ser
favoravel na osteoporose, doengas cardiovasculares e cancro. Estudos recentes
revelaram o potencial anticancerigeno desempenhado pela vitamina K e seus
derivados (Figura 2) como um tratamento promissor para CaP [50,51]. A vitamina
K € uma vitamina lipossoluvel, importante para a funcao de inidmeras proteinas

dentro do organismo, como os fatores de coagulacgéao (I, VII, IX, X e proteinas C
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e S), osteocalcina (uma proteina formadora de ossos) e MGP (uma proteina
anticalcica) [52,53,54]. A vitamina K € um grupo de moléculas estruturalmente
relacionadas que possuem um anel 2-metil-1,4-naftoquinona e uma cadeia
alifatica variavel. A cadeia alifatica variavel diferencia naturalmente a vitamina K
em duas formas que ocorrem: vitamina K1 (filoquinona) e vitamina K2
(menaquinona). A Forma sintética da vitamina K sem a cadeia alifatica &
denominada vitamina K3 ou menadiona, usada como provitamina [55].

Apés absorcao intestinal, as vitaminas K1 e K2 sao transportadas para o figado
por lipoproteina rica em LDL [56,57]. A vitamina K2 é transportada das
lipoproteinas de baixa densidade aos tecidos enquanto a vitamina K1 é
excretada pelo organismo humano. Altos niveis de vitamina K2 sdo acumulados
nos tecidos periféricos e sado detetados no cérebro, aorta e pancreas, e baixos

niveis estao presentes no figado [56,57].

Vitamina K e Cancro da Prdstata

Num estudo realizado no ano de 2003 por Nelson et al. [58]. sugeriram que as
taxas de mortalidade devido a maior prevaléncia de CaP sao mais elevadas nos
paises ocidentais e europeus quando comparados aos paises asiaticos por
causa da dieta e outras razdes relacionadas ao estilo de vida. Com base nos
dados disponiveis, estima-se que menos de 5% de todo os casos de CaP seja
hereditario. No entanto, um estudo caso-controlo de base populacional mostrou
que o risco de CaP aumenta em individuos com histéria familiar [59]. O CaP
parece resultar da acumulacao de varios eventos mutacionais genéticos uni- ou
poligénicos. Um dos principais eventos reporta-se a perda de genes supressores
tumorais, como o p53, que sofre mutacdo em até 64% dos tumores e p21 em até
55%. Também foi identificado o gene supressor tumoral p73 que possui
homologia com o p53. No CaP, o MMAC1/p10 foi descrito como o gene
supressor tumoral com maior taxa mutacional, que contribui para a aquisi¢éo do
fendtipo metastatico [60]. A expressdo excessiva do p53 mutante, a familia de
proteinas bcl-2 e a amplificacdo do AR parece estar relacionada com um fenotipo
refratario a tratamento hormonal [61]. Estudos epidemiolégicos conduzidos por
Nimptsch et al. [62] sugeriram que a ingestdo alimentar de menaquinonas é

especialmente benéfica na prevencdo de CaP fatal. Esses estudos sdo ainda
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suportados por um estudo Fase I/ll, usando uma terapia baseada em vitamina
K3 (Apatone), na qual os doentes apresentaram progressdo bioquimica
retardada [63], sugerindo que os tratamentos baseados em vitamina K s&o
promissores para doentes com CaP em estadio avangado.

Por outro lado, estudos in vitro demonstraram que a vitamina K2 € impedia a
transformacdo maligna de células epiteliais normais da prostata (RWPE-1),
através da expressao do fator de crescimento derivado do hepatoma (HDGF) e
modulando a via de sinalizacdo da apoptose [64]. Estudos experimentais
também provaram que a vitamina K2 é eficaz contra os tipos de CaP androgenio-
dependentes e -independentes [65]. Além disso, é demonstrado que a vitamina
K2 tem como alvo preferencial o crescimento de células malignas VCaP
resistentes a castracdo que possuem AR de tipo selvagem, enquanto nenhum
efeito toxico foi encontrado quando as células prostaticas benignas (células
RWPE) foram tratadas com vitamina K2 nas mesmas doses do tratamento das
células de CRPC VCaP [66]. Os resultados deste estudo também indicaram que
a vitamina K2 pode ser um inibidor muito potente da invaséo, crescimento e
metastizacdo de células CaP resistentes a castracdo. Tomados em conjunto,
esses estudos apoiam o0 uso da vitamina K2 como agente preventivo e
terapéutico da CaP. No contexto clinico, o PSA é considerado um marcador
importante usado no diagnéstico e monitorizacdo de varios resultados do
tratamento. O fato de a vitamina K2 ter a capacidade de suprimir a expressao de
PSA em células de CaP dependentes de androgenios e resistentes a castracao
[65,66] sugerem que a vitamina K2 poderia ser uma terapia com potencial
visando a via de sinalizagdo. Foi demonstrado ainda que a vitamina K2 inibe de
forma potente o crescimento tumoral dependente e independente de hormonas
em um modelo de rato [65]. Com base em varias abordagens experimentais,
verificou-se que a vitamina K2 evita efetivamente as propriedades malignas das
células VCaP CRPC, visando especificamente a apoptose mediada por ROS e
a progressao do ciclo celular [66]. Este estudo também sugeriu que a vitamina
K2 impedia as metastases por inibir as principais moléculas de sinalizacdo. Da
mesma forma, outro estudo mostrou que a vitamina K4, um anélogo da
menadiona é eficaz contra células CaP metastaticas 0sseas PC-3 através do

direcionamento da proteina antiapoptotica Bcl-2 [67].
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Para verificar os resultados desses achados in vitro, certamente sdo necessarios
mais estudos in vivo para investigar os efeitos terapéuticos do tratamento de
células CRPC com vitamina K2. Mecanisticamente, a vitamina K2 demonstrou
direcionar genes relacionados a inflamacao, como HMGB1, RAGE, IL6 e IL8, em
células CaP, além de inibir as expressdes de VEGFA e AR [65]. A pesquisa de
acompanhamento deste estudo mostrou que a vitamina K2 pode realmente inibir
0s principais marcadores antiapoptoticos e de células estaminais (Bcl-2,
Survivin, Mcl-1, Akt, c-Myc, Vimentin, HMGB1 e HMGB2) em Células VCaP [66].
Um estudo in vivo anterior realizado por Taper et al. defendiam o uso de uma
combinacéo de tratamento com K3 e vitamina C para o CaP. O seu estudo foi
desenvolvido para avaliar o efeito combinado da vitamina C e vitamina K3 na
vida til de ratinhos com crescimento de tumor de préstata derivado da linha DU
145. Neste estudo, ratinhos nude implantados com células DU 145, viveram
significativamente mais quando tratados com a combinacéo de vitamina C e K3,
do que os controlos portadores do tumor DU 145 que nao receberam o
tratamento. Esta terapia combinada parece ser um tratamento seguro, uma vez
gue ratinhos sob tratamento com vitamina C e K3 néo exibiram toxicidade. O
mecanismo anticancerigeno subjacente deste tratamento combinado é mediado
por morte celular [68], também de acordo com resultados de outros estudos in
vitro [69,70].
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Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo da vitamina K e respetiva interferéncia
da redutase do epo6xido de vitamina K (VKOR) [71].

Arginina

A arginina € um aminoacido envolvido em varios processos criticos na saude e
nas doengas humanas. Além de ser a fonte do azoto do 6xido nitrico gerado
pelas células endoteliais e imunitarias nos mecanismos vasodilatadores e de
defesa do hospedeiro, respetivamente, a arginina € usada para sintetizar a
creatina para atender as necessidades metabdlicas musculares, bem como para
a sintese de ureia para manter o equilibrio de azoto no organismo inteiro. Além
disso, a arginina estimula os mecanismos na formacgéo, a traducgéo de proteinas
e a sintese de poliaminas - fun¢des anabdlicas e proliferativas que se tornam
desreguladas nas células apés a sua transformacdo maligna. Dado seu papel

vital no crescimento celular, proliferacdo e respostas imunes, a arginina foi
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considerada como um alvo potencial para terapias anticancerigenas. Esse
conceito de um nutriente (ou seja, arginina) sendo direcionado como terapia para
0 cancro ndo é novidade, no entanto, nos ultimos anos, dados crescentes
continuaram a revelar que o metabolismo das células tumorais pode ser uma
area importante e inexplorada que pode ser usada em combinacdo com outras
terapias contra o cancro. Na analise a seguir, discutiremos o efeito Warburg e
alguns dos conceitos em evolu¢cdo no metabolismo das células cancerigenas
que poderiam ser potencialmente explorados para fins terapéuticos. Apos essa
discusséo geral sobre o metabolismo das células cancerigenas, examinaremos
as evidéncias in vitro e in vivo que apoiam um papel da arginina como um alvo
metabdlico potencial para a terapia anticancerigena, incluindo o metabolismo
celular da arginina e o papel do microambiente nas metastases e no crescimento
de tumores. Destacamos o0s estudos atuais que verificaram se a suplementacéo
ou privacao de arginina poderia ou nao fornecer terapias metabdlicas eficazes

para doentes com cancro.

A arginina € um aminodacido condicionalmente essencial, o que significa que o
corpo pode sintetizar quantidades suficientes de arginina para atender as
necessidades metabdlicas basais, em tempos de stresse ou crescimento rapido
(por exemplo, trauma, infecdo, desenvolvimento neonatal), no entanto, os
requisitos de arginina estéo elevados e a disponibilidade torna-se limitante. Nos
mamiferos, a arginina é sintetizada através de duas principais vias. O primeiro €
referido como o "Eixo Intestinal-Renal”, no qual os aminoacidos da dieta (isto €,
prolina, glutamato e glutamina) sdo convertidos em citrulina nos enterdcitos
intestinais. A citrulina recém-sintetizada é entédo liberada na circulacdo portal
hepatica. A depuracao hepatica da citrulina é praticamente nula e, portanto, toda
a citrulina plasmatica recircula da circulacdo portal para a circulacédo sistémica.
Uma vez na circulagao sistémica, a maioria da citrulina € convertida em arginina
pelo rim, que expressa duas enzimas-chave do ciclo da uréia citosélica. Essas
enzimas sao argininosuccinato sintase (ASS) e argininosuccinato liase (ASL).
Bioguimicamente, a arginina celular pode ser sintetizada dependendo da
expressdo dessas enzimas metabolizadoras da arginina ou degradada se a
célula expressar arginase ou outras enzimas degradadoras da arginina. A

segunda via da biossintese da arginina, que é semelhante ao eixo intestino-renal,
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é referida como o “ciclo da citrulina-6xido nitrico” e também se baseia na
expressdo dessas mesmas enzimas [72]. O ciclo da citrulina-NO existe nas
células imunes como um mecanismo postulado para garantir um suprimento
constante de arginina nos linfocitos para a sintese de NO, um participante
essencial na resposta imune do hospedeiro. Nesta via, a arginina € convertida
em NO e citrulina. Mais uma vez, ASS e ASL interconvertem a citrulina citosolica
dentro da célula imune em arginina para produgdo continua de NO conforme

necessario para a defesa do hospedeiro.

Metabolismo da Arginina nas Células tumorais

Em termos de crescimento e proliferacdo tumoral, a capacidade de sintetizar a
arginina enddgena a partir de precursores metabolicos esta associada
expressdo de ASS. Curiosamente, nenhum estudo demonstrou tumores nulos
para o ASL [73]. No entanto, os tumores podem ser convenientemente
agrupados naqueles que expressam ASS e nagueles que nao expressam ASS.
O mecanismo do motivo pelo qual essa dicotomizac&o da expressao ocorre com
0 ASS, mas ndo com o ASL, é desconhecido. A ASS € considerada um gene de
manutencdo em ceélulas normais e uma enzima biossintética com limitacdo de
taxa em hepatdécitos e células endoteliais. Como mencionado, muitas linhas de
células tumorais ndo expressam ASS [74] e, portanto, ttm uma dependéncia
critica da arginina exdgena. Assim, o ASS tumoral é um potencial biomarcador
prognaostico e preditor de sensibilidade a terapia de privacdo de arginina [75]. As
células tumorais que perderam ou ndo tém a capacidade de sintetizar arginina
de novo sédo consideradas auxotroficas para a arginina [76]. Varias células
tumorais humanas, incluindo as de melanoma, de carcinoma hepatocelular e de
carcinoma da proOstata, sdo frequentemente deficientes em ASS [77]. O
mecanismo pelo qual o ASS é silenciado nos tumores ndo € completamente
compreendido. Trabalhos anteriores em linhas celulares de linfoma demonstram
silenciamento transcricional dependente da metilacdo da AS, enquanto células
de melanoma reprimem o promotor da ASS através do fator-lalfa induzivel por
hipoxia (HIF1a) [75]. Evidéncias adicionais demonstraram o silenciamento
transcricional de EA em tumores devido a hipermetilacdo genética das

sequéncias promotora [78] ou outros mecanismos de silenciamento [79], embora
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0S mecanismos moleculares completos ainda precisem ser elucidados. Devido
ao papel critico do AS na biologia do tumor, esse evento de silenciamento do
ASS pode funcionar como um supressor de tumor. Consistente com essa ideia,
estudos em linhas de células de sarcoma e carcinoma de bexiga demonstraram
gue o ASS reduz a capacidade de formacéo de colbnias, proliferacdo e invasao
de células tumorais e anula o crescimento de xenoenxertos tumorais em modelos
de ratos [80].

A segunda enzima chave na biossintese da arginina é a argininosuccinato liase
(ASL), que atua imediatamente a jusante da ASS e catalisa a conversdo do
argininosuccinato em arginina e fumarato. O ASL é critico na canalizacdo da
arginina para a producéo de NO através do ciclo da NO-citrulina. A funcéo da
ASL no cancro parece depender do tipo de tumor, e é necessario mais trabalho
para entender as implicacbes da expressdo de ASL no cancro humano.
Verificou-se que o ASL é regulado no carcinoma hepatocelular e associado a
agressividade mediada por sinalizacdo de NO e ciclina A2 [81]. Estudos
demonstraram que o ASL metilado contribui para a auxotrofia da arginina do
glioblastoma multiforme, com a perda de AS e ASL conferindo maior
sensibilidade ao ADI-PEG20, um composto que demonstrou diminuir
significativamente os niveis de arginina no soro [82]. Existem numerosos estudos
mostrando que a arginina é necessaria para o crescimento de células tumorais
in vitro, consistente com a ideia de que muitos tumores séo auxotroficos para a
arginina. Scott e colaboradores [83] realizaram uma triagem de inani¢do por
arginina de 26 linhas celulares humanas ou murinas diferentes e mostraram que,
com inani¢ao por arginina, menos de 10% sobreviveram por mais de 5 dias. Nas
células que permanecem viaveis, no entanto, a inanicao por arginina é reversivel
com a reposi¢ao de arginina. E importante notar, especialmente do ponto de vista
terapéutico do cancro, que a inanicdo por arginina ndo apenas interrompe o
crescimento celular, mas na verdade induz a morte celular em algumas linhas
celulares. Ao nivel molecular, os mecanismos exatos de inducdo da morte celular
nao sao completamente elucidados. No entanto, a inani¢cdo por arginina tem sido
associada a inducéo de autofagia [84], bem como a apoptose. Consistente com
esta ligacdo a apoptose, as células auxotréficas da arginina na auséncia de

arginina sofrem uma ativagdo da proteina X associada ao Bcl-2 (BAX) que
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provavelmente inicia a cascata apoptotica. A inducao conhecida de autofagia em
resposta a inanicao por arginina € consistente com o crescente vinculo entre
autofagia e apoptose de células cancerigenas. A Autofagia e a detecdo de
nutrientes sao fortemente ligada a mMTOR e GCN2 quinase [85]. Por exempilo,
células cancerigenas colorretais in vitro esgotam rapidamente as reservas
intracelulares de arginina, que sdo conhecidas por desencadear a ativacao da
via mediada por GCN2 e a inibicdo da sinalizacdo de mTOR [86]. Em células
tumorais em que se inibiram a expresséo do AS, a deplecéo de arginina exdgena
ativa vias de sinalizacdo relacionadas com stresse que também podem resultar
em morte celular. A sinalizacdo do mTOR-C1 é inibida quando a privacao de
arginina é detetada, resultando em disfuncdo do reticulo mitocondrial e
endoplasmatico, quebra do DNA nuclear e autofagia da cromatina / célula [73].
Se a sintese proteica nao for restaurada pelo transporte exdgeno de
aminoécidos, ocorre a morte celular. Atualmente, esse fenémeno € o objetivo de
varios estudos para explorar vias relacionadas com stresse como uma terapia
contra o cancro usando trés abordagens diferentes; privagdo nutricional de

arginina, inibicdo do transporte de arginina e degradacéo enzimatica da arginina.

Metabolismo Arginina no Microambiente tumoral

A interacdo dindmica entre a célula tumoral e o hospedeiro é complexa porque
cada uma pode afetar significativamente a outra. Ou seja, as células tumorais
interagem com as células circundantes para criar um microambiente tumoral que
€ permissivo para o crescimento e proliferacdo do proprio tumor. Os tumores
manipulam células hospedeiras ndo transformadas para criar um microambiente
de suporte e protecdo, esgotando 0s nutrientes essenciais e acumulando
metabdlitos imunossupressores. Um exemplo é o esgotamento local da arginina
pela expressao de arginase ou 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS), resultando
na supressao das respostas das células T especificas do tumor [87]. Os tumores
ativam a arginase expressando a ciclo-oxigenase-2, cuja concentragdo é
elevada no microambiente do tumor. Essa expresséao da ciclooxigenase também
ajuda na supresséo da ativacdo das células T [88]. Além disso, macrofagos,
granuldcitos e células supressoras derivadas de mieldides (MDSCs) que se co-
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localizam dentro do microambiente tumoral também pode expressar arginase e
INOS para exacerbar ainda mais esse ambiente imunossupressor local. Esse
subconjunto de células mielomonociticas, altamente eficiente na supressao de
células T ativadas, promove crescimento e metastase de tumores. Com essa
supressdo de células T, a resposta imune adaptativa especifica do tumor é
enfraquecida, bem como a resposta imune em geral [87]. Estudos recentes em
modelos de cancro de mama em ratos mostraram que a suplementagcdo com
arginina prolongou a sobrevivéncia do hospedeiro e inibiu o crescimento do

tumor devido ao aprimoramento das respostas imunes inatas e adaptativas [89].

Osteocalcina

A osteocalcina (OC) é a principal proteina da matriz 6ssea ndo colagena
expressa no 0sso [90]. A expressao de OC é regulada transcripcionalmente pela
vitamina D e limitada exclusivamente as células da linhagem de osteoblastos
[91]. O OC ¢ sintetizado, secretado e depositado por osteoblastos maduros no
momento da mineralizacdo Ossea. Serve como marcador fenotipico para
osteoblastos maduros [92]. Apesar de sua especificidade de expressdo bem
caracterizada em ratos transgénicos [93], a funcdo precisa da OC na
remodelacdo 6éssea permanece incerta. A localizagdo do OC nas superficies de
formacao 6ssea [94] e o aumento da mineralizacdo 6ssea observada nos ratos
knockout do gene OC [95] apoiam um papel do OC na supressdo da
mineralizacdo 6ssea. Devido a sua especificidade tecidular, a regulacdo da
expressdo de OC tem sido extensivamente estudada em células 6sseas. Muitos
elementos reguladores foram identificados na regido proximal de 800 pb dos
promotores. Isso inclui OSE1, OSE2, AP-1/ VDRE e GRE. OSE1 e OSE2 foram
identificados no promotor OC (mOC) de ratos e sdo responsaveis pela sua
atividade especifica do tecido nos osteoblastos. Ambos os elementos cis s&o
ocupados por fatores de transcricdo especificos para osteoblastos, Osfl e
Runx2, respetivamente [96]. O Runx2 pertence a familia de fatores de
transcricdo do dominio runt [97] e tem papel indispensavel na diferenciacéo,
maturacdo e formacéo 0ssea dos osteoblastos [98]. Demonstrou-se que Runx2

se liga ao local OSE2 e regula o promotor de mOC de maneira especifica de
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tecido [99]. Ao contrario do promotor mOC [100], o promotor hOC € altamente
induzivel pela vitamina D3 [101]. Como resultado, os estudos enfatizaram sua
regulagdo pela vitamina D3 nas células dsseas [102]. Pouco se sabe sobre a
regulacdo basal do gene. O elemento de resposta a vitamina D (VDRE) foi
mapeado para o promotor proximal e € contiguo a um local de AP-1 [103].
Estudos sugerem que varios fatores de AP-1 ocupam esse local em diferentes
estagios do desenvolvimento dos osteoblastos e regulam fortemente as
interacbes entre o recetor de vitamina D (VDR) e seus locais de ligacéo
conhecida. Nos osteoblastos em proliferacédo, a ligagdo dos heterodimeros c-Fos
e c-Jun ao local AP-1 suprime a atividade do promotor OC (rOC) de rato,
enquanto a associacdo de Fra-2 e JunD nos osteoblastos pés-proliferacao
facilita o VDR / retindide A ligacao do receptor X ao promotor rOC e induz sua
atividade [104].

O cancro de prostata € a segunda principal causa de morte por cancro nos
homens da América do Norte. Apesar de sua ocorréncia comum, 0S mecanismos
moleculares responsaveis pelo crescimento do cancro de préstata, a progressao
independente do androgénio (Al) e a aquisicdo do potencial metastatico 6sseo
sdo pouco caracterizados. As proteinas da matriz 6ssea, como OC,
sialoproteinas 6Osseas e osteopontina, sao expressas em altos niveis em
amostras primarias e metastaticas de cancro de préstata. Existia anteriormente
a hipétese de que o cancro de préstata adquirisse "propriedades 6sseas"” para
prosperar e crescer no microambiente 6sseo [105]. O objetivo deste estudo,
portanto, € entender melhor as propriedades osteomiméticas das células do
cancro de préstata, estudando a regulacdo da expresséao do gene hOC em uma
linha celular de cancro de prostata da Al, PC3. As células PC3 foram
estabelecidas a partir de lesdes metastéaticas 6sseas de um doente com cancro
de prostata. E considerada uma linha celular Al altamente agressiva que n&o
expressa nem AR nem PSA, e ndo requer andrégeno para crescimento ou
sobrevivéncia. Quando injetadas por via intracardiaca em ratos atimicos, as
células PC3 tém alta propensdo a metastizar nos 0ssos. Neste estudo,
estabeleceram a hierarquia funcional de trés elementos reguladores, OSEL1,
OSE2 e AP-1/ VDRE, na regulagéo da atividade do promotor hOC em células
PC3 (OSE1 AP-1 / VDRE OSEZ2). Além disso, através da EMSA, identificaram
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Runx2, JunD / Fra-2 e Spl como os fatores de transcricdo que regulam OSE2,
AP-1/VDRE e OSEL1, respetivamente. Ao expressar Runx2 tipo fator especifico
para os osteoblastos e ativar seletivamente o fator Apl Fra-2, o PC3 é capaz de
se comportar como um osteoblasto maduro na ativacado da expressao de OC.
Com base nestes resultados, um modelo foi construido para explicar como as
células de CaP se podem tornar osteomiméticas. Essa alteracdo bioquimica
pode contribuir para o fendtipo osteoblastico das células cancerigenas da
prostata frequentemente observadas em lesfes esqueléticas metastaticas.
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Objetivos

Este estudo tem como principais objetivos:

- Avaliar a associacao de polimorfismos nos genes da redutase do epéxido de
vitamina K (VKORC1), do recetor da osteocalcina (G protein-coupled receptor
class C Group 6 Member A, GPRC6A), da arginase | (ARGI), da arginase I
(ARGII) e do o6xido nitrico sintetase-2 (NOS2) com a resisténcia a castracao
hormonal e tempo até metastizacdo Ossea, em doentes com CaP

hormonotratados;

- Verificar se estes polimorfismos tém associacdo com doenca avancada e

fendtipo mais agressivo nos doentes com CaP.
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Material e Métodos

Populacao

Participaram neste estudo 119 individuos do sexo masculino, com idades entre
0s 67 e76 anos, com a maioria em estadio avancado, sob ou pds tratamento

hormonal.

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico foi efetuada a partir das amostras de sangue total
que foram colhidas por venipunc¢édo do antebraco de individuos com cancro da
préstata, pelo método adaptado de salting-out [106]. O sangue colhido em tubo
com EDTA, era misturado num tubo Falcon com 1ml de TKM X-100 por ml de
sangue, adicionando 25ul de IPGEPAL CA 630 por cada ml de sangue e
homogeneizado. ApoOs centrifugagdo a 2200rpm, 4°C durante 15 minutos, foi
rejeitado o sobrenadante, adicionando-se em seguida 1ml de tampao TKM 1 por
cada ml de sangue, centrifugando-se a 1600rpm, a 4°C, por 10 minutos. Apés as
lavagensrepetidas por 3 vezes, ressuspendeu-se o pellet (através de uso de um
vortex) em solucdo TKM 2, numa propor¢cdo de 160ul por ml de sangue,
adicionando-se em seguida 10ul de SDS 10% por ml de sangue. Posteriormente,
ressuspendeu-se com auxilio de uma micropipeta e incubou-se a 55°C por 10

minutos.

Terminada a incubacéo, foi transferido o contetdo para um eppendorf de 2,5ml
juntando-se 60ul de NaCl saturado por cada ml de sangue, com agitacdo. De
seguida centrifugar a 12000rpm, a temperatura ambiente, durante 30. Apés a
centrifugacgéo, verter o sobrenadante para um tubo de 5ml, adicionar 2 volumes
de etanol absoluto gelado (-20°C) e misturar por inversao. Por fim, colocar 200pl
de TE num eppendorf devidamente identificado e recapturar o DNA precipitado

nos tubos com etanol absoluto gelado e colocar nos eppendorfs identificados.
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Quantificacdo DNA

A quantidade e pureza do DNA foram avaliadas por espetrofotometria, através
da leitura de absorvancia a 260 e 280 nm e razdo entre as absorvancias
260/280nm (NanoDrop® ND-2000, Thermo Scientific), usando como branco o

tampéo de eluicéo.

Genotipagem

Foi selecionado um polimorfismo de um nucle6tido (SNP) para cada um dos
seguintes genes: NOS2, GPRC6A, VKORC1, ARG | e ARG 1.

Para os genes GPRCG6A (recetor da osteocalcina, rs2274911), VKORC1
(redutase do epdxido de vitamina K, rs2359612), ARG | (arginase 1, rs2781667),
ARG Il (arginase 2, rs3742879) e NOS2 (Oxido Nitrico Sintase 2, rs944722)
foram determinados por endpoint analysis, esta utiliza duas sondas de hidrolise
marcadas de maneira diferente, que se ligam a um alelo para um gene especifico
de interesse. Durante a amplificacdo, cada sonda sera incorporada num
amplicon contendo o alelo especifico, enquanto liberta fluorescéncia no seu
comprimento de onda especifico. As proporcdes de fluorescéncia sdo analisadas
para determinar a que alelo as sondas de hidrélise estavam ligadas. Foram,
entdo, aplicadas sondas especificas para os polimorfismos em estudo, de forma
a se identificar que tipo de alelo as amostras continham, neste processo foi
usado uma placa de 96 pogos, onde em cada pogo é colocado 6,75ul de cada
amostra que contém DNA de cada individuo, mais 8,25ul que € a jungao de 7,5l
de TagMan Genotyping Master mix e 0,75ul de sonda, cada uma sendo diferente
para cada tipo de polimorfismo estudado. Depois de ter a placa pronta, esta
correu num aparelho de PCR em tempo real (LightCycler® 480 Instrument II,

Roche Life Science)
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Andélise Estatistica

As frequéncias genotipicas observadas foram analisadas para o equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) com o teste Qui-quadrado e por gréfico de Kaplan-Meier.
Este teste foi utilizado para avaliar as diferengas de proporgbes entre
estratificacdes de doenca e a distribuicdo genotipica. Utilizou-se o odds ratio
(OR) e intervalos de confianca de 95% (IC 95%) como medida de risco para
doenca mais agressiva regressao logistica binaria. Foram analisadas curvas de
Kaplan-Meier como forma de avaliar a associacao dos polimorfismos genéticos
com os outcomes clinicos.

A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS 21.0, tendo-se considerado

p < 0.05 como estatisticamente significativo.
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Resultados

A descricdo da populagéo pode ser observada na tabela 1, onde podemos verificar que
esta populagéo é sobretudo idosa, uma vez que a mediana da idade dos individuos &
72 anos. A idade elevada também esta associada com os niveis de PSA e o estadio da
doenca, uma vez que mais de metade dos individuos apresenta um cancro num estadio
bastante avangado e agressivo, podendo observar que alguns destes sao resistentes &
castracao hormonal. Nesta tabela também é apresentado o tempo de follow-up dos
doentes desde o diagnéstico da doenca, este que varia entre 0s 44 meses (3 anos e 8
meses) e 97 meses (8 anos e 1 més), o que é considerado um bom tempo de
acompanhamento do individuo com a doenga. Também realcar que destes 119
individuos do sexo masculino, onde todos foram sujeitos a terapia hormonal, cerca de

42% sdao hormono-resistentes.
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Tabela 1. Descri¢do da informacdo clinico-patoldgica dos doentes participantes no
estudo com cancro de prostata submetidos a hormonoterapia. Frequéncia

(percentagem)

Variavel N (%)
Idade, anos 72.2 (66.9-75.9) *
Altura, cm 167.0 (163.0-172.0) *
Peso, kg 73.0 (65.0-82.0) *
IMC, kg.m2 26.1(24.1-28.4) *
IMC, OMS

<25 40 (33.6)

25-30 60 (50.4)

> 30 19 (16.0)
Consumo de tabaco

Nunca 59 (49.6)

Ex-fumador 47 (39.5)

Activo 11 (9.2)

Sem informagdo 2(1.7)
Cut off de PSA 20, ng.mL*

<20 61 (51.3)

>20 58 (48.7)
Grau de Gleason

<6 37 (31.1)

7 31(26.1)

>8 31(26.1)

Sem informag&o 20 (16.8)
Estadio da doeng¢a, TNM

T1-T2 49 (41.2)

T3-T4 70 (58.8)
Metdstases ao diagndstico

No 78 (65.5)

Yes 41 (34.5)
Tratamento definitivo

Nao 103 (86.6)

PR/RT 16 (13.4)
Tipo de hormonoterapia

aLHRH 16 (13.4)

BAT 103 (86.6)
PSA, ng.mL? 19.0(7.3-43.8) *
Tempo de follow-up, meses 70.7 (44.6-96.9) *

* Mediana (Intervalo inter-quartil). IMC, indice de massa corporal; PR/RT, prostatectomia
radical/radioterapia; aLHRH, agonista da hormona libertadora de hormona luteinizante; BAT,

blogueio androgénico total; PSA, antigénio especifico da prostata

Na tabela 2 é possivel observar a descri¢cao dos polimorfismos associados a este cancro
e que foram analisados durante esta experiéncia, como também a sua distribuicao

genotipica e alélica.
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Tabela 2. Analise descritiva dos polimorfismos genéticos, com apresentacao da sua distribuicdo genotipica e alélica segundo os modelos
genéticos na populacdo de doentes com CaP.

NOS2 exdaol6 NOS2 intrdaol6 NOS2 intrdo20 ARGI ARGl VKORC1 GPRC6A
rs9282801 rs229518 rs944722 rs2781667 rs3742879 rs2359612 rs2274911
Modelo genético A>G G>T G>A T>C A>G A>G A>G
Aditivo
Ancestral 65 (60.7) 46 (42.2) 28 (25.9) 16 (15.2) 63 (55.3) 16 (14.4) 57 (62.6)
Heterozigdtico 29 (27.1) 44 (40.4) 55 (50.9) 39 (37.1) 43 (37.7) 55 (49.5) 29 (31.9)
Variante 13 (12.1) 19 (17.4) 25 (23.1) 50 (47.6) 8(7.0) 40 (36.0) 5(5.5)
Dominante
Ancestral 65 (60.7) 46 (42.2) 28 (25.9) 16 (15.2) 63 (55.3) 16 (14.4) 57 (62.6)
Heterozigdtico/Variante 42 (39.3) 63 (57.8) 80 (74.1) 89 (84.8) 51 (44.7) 95 (85.6) 34 (37.4)
Recessivo
Ancestral/Heterozigdtico 94 (87.9) 90 (82.6) 83 (76.9) 55 (52.4) 106 (93.0) 71 (64.0) 86 (94.5)
Variante 13 (12.1) 19 (17.4) 25 (23.1) 50 (47.6) 8(7.0) 40 (36.0) 5(5.5)
Alelos
Ancestral 79.5 (74.0) 68 (62.0) 55.5(51.0) 35.5(34.0) 84.5 (74.0) 43.5 (39.0) 71.5(79.0)
Variante 27.5(26.0) 41 (38.0) 52.5(49.0) 69.5 (66.0) 29.5(26.0) 67.5(61.0) 19.5(21.0)

O alelo ancestral corresponde ao nucle6tido substituido. O alelo ancestral foi determinado de acordo com Ensembl (https://www.ensembl.org/).
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Como resumo da analise da regressao logistica univariada e multivariada é possivel perceber que no caso do genétipo GA/AA da NOS2 intrdo
20 dominante existe um risco menor de 60% para estadio T3-T4 quando feito a analise univariada. Na multivariada esse risco passa para 70%

menor, ou seja, doentes com este gendtipo tém menos probabilidade de estar nestes estadios avancados e maior prote¢cao contra 0S mesmos,

sendo o gendtipo de risco 0 GG (Tabela 3).

Tabela 3. Associacao entre os polimorfismos no gene NOS2 e as variaveis clinico-patolégicas

NOS2 exdo 16 NOS2 intrdo 16 NOS2 intrdo 20
Modelo genético | Aditivo Dominante Recessivo Aditivo Dominante Recessivo Aditivo Dominante Recessivo

Idade, tempo até doenga @ 0.877 * 0.964 * 0.661 * 0.819 * 0.548 * 0.680 * 0.068 * 0.542 * 0.080 *
IMC, EP/OB, cut off >25° 0.580 ** 1.5 (0.6-3.5) 0.6 (0.1-1.2) 0.232 ** 1.5(0.7-3.5) 0.3(0.1-1.2) 0.406 ** 0.5(0.2-1.4) 1.5 (0.6-3.7)

Valor de P 0.347 0.347 0.305 0.095 0.202 0.418
IMC, OB, cut off >30 ° 0.722 **  0.9(0.3-2.7)  2.3(0.3-19.5) | 0.937** 1.2(0.4-3.6) 0.9(0.2-3.6) | 0.857 ** 1.0(0.3-3.4) 1.4 (0.4-5.6)

Valor de P 0.851 0.435 0.720 0.904 0.994 0.601
PSA, cut off >20°" 0.981 ** 0.9 (0.4-2.0) 1.1 (0.3-3.5) 0.907 **  0.9(0.4-2.0) 1.2(0.5-3.4) | 0.552** 0.6(0.2-1.5) 1.2 (0.5-3.0)

Valor de P 0.850 0.902 0.803 0.666 0.276 0.692
Gleason, alto grau > 8° 0.518 ** 1.5 (0.6-3.7) 1.2 (0.3-5.1) 0.602 **  1.4(0.5-3.5) 1.0(0.2-1.8) | 0.709 **  1.6(0.5-4.7) 0.8(0.3-2.5)

Valor de P 0.396 0.766 0.509 0.340 0.408 0.767
Estadio avancado, T3-T4 ° 0.619 ** 1.3 (0.6-2.9) 1.3 (0.4-4.4) 0.633 ** 1.0(0.4-2.2) 1.6(0.6-4.3) | 0.092 ** 0.4 (0.1-1.0) 2.2(0.8-5.8)

Valor de P 0.539 0.685 0.988 0.376 0.052 0.115
Metéstases ao diagndstico® | 0.831 ** 1.3 (0.6-3.0) 0.8 (0.2-2.9) 0.504 **  1.4(0.6-3.3) 1.3(0.4-4.1) | 0.826 ** 0.8(0.3-2.0) 1.2(0.4-3.4)

Valor de P 0.543 0.791 0.432 0.617 0.566 0.698

a andlise de curvas Kaplan-Meier, usando o teste Log Rank (* valor de P);  regresséo logistica binaria, com ajustamento para a idade (como variavel

continua) — resultados expressos como odds ratio e intervalo de confian¢a 95%, (** valor de P da tendéncia linear). IMC, indice de massa corporal; EP/OB,

excesso de peso/obeso; OB, obeso, PSA, antigénio especifico da prostata.
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No caso da ARGI Recessivo, ou seja 0 gendtipo CC, verifica-se um risco 2,6 vezes superior para a existéncia de um nivel de PSA superior a 20

ng/ml segundo a andlise univariada, mantendo-se na andlise multivariada, sendo o gendtipo de risco 0 mesmo apresentado (CC) (Tabela 4).

ARGII Recessivo esta relacionado com o diagndstico precoce da doenca, tendo o genétipo GG e este sendo o gendtipo de risco (Tabela 4).

Tabela 4. Associacao entre os polimorfismos nos genes ARGI e ARGII e variaveis clinico-patoldgicas

ARGI ARGlII
Aditivo Dominante Recessivo Aditivo Dominante Recessivo

Idade, tempo até doenga ® 0.313 * 0.153 * 0.891 * 0.059 * 0.103 * 0.040 *
IMC, EP/OB, >25 ° 0.551 ** 1.6 (0.7-3.6) 1.4 (0.4-4.8) 0.200 ** 0.5 (0.2-1.1) 0.8 (0.2-3.6)

Valor de P 0.277 0.588 0.076 0.771
IMC, OB, >30® 0.910 ** 0.9 (0.3-2.5) 1.2 (0.3-4.9) 0.741 ** 1.0 (0.4-2.7) 1.9 (0.3-10.2)

Valor de P 0.862 0.767 0.947 0.476
PSA, cut off >20° 0.055 ** 2.8(0.8-9.7) 2.6(1.1-5.8) 0.792 ** 1.1(0.5-2.3) 1.7 (0.4-7.5)

Valor de P 0.097 0.023 0.845 0.494
Gleason, alto grau >8 ® 0.764 ** 1.4 (0.5-3.6) 1.4 (0.4-4.8) 0.663 ** 0.5 (0.2-1.4) NC

Valor de P 0.512 0.569 0.196
Estadio avangado, T3-T4 ® 0.755 ** 0.9 (0.4-2.0) 0.6 (0.2-2.0) 0.573 ** 0.8 (0.4-1.8) 1.9 (0.4-10.2)

Valor de P 0.771 0.453 0.619 0.456
Metastases ao diagndstico ° 0.854 ** 0.8 (0.4-1.9) 0.7 (0.2-2.6) 0.734 ** 1.0 (0.5-2.4) 1.8 (0.4-7.9)

Valor de P 0.661 0.621 0.908 0.439

a andlise de curvas Kaplan-Meier, usando o teste Log Rank (* valor de P); b regresséo logistica binaria, com ajustamento para a idade (como variavel

continua) — resultados expressos como odds ratio e intervalo de confian¢a 95%, (** valor de P da tendéncia linear). IMC, indice de massa corporal; EP/OB,

excesso de peso/obeso; OB, obeso, PSA, antigénio especifico da préstata. NC, néo calculado (presenca de pelo menos uma célula com zero eventos).

No caso do VKORC1 como modelo dominante, o genétipo AG/GG associa-se a risco menor (70% menor risco) para um nivel de PSA superior

a 20 ng/ml na analise univariada, enquanto na multivariada esse risco passa para 80% menor, ou seja, doentes com este genétipo tém menos

probabilidade de estar com niveis de PSA téo elevados, sendo o gendtipo de risco o AA.



Tabela 5. Associagdo entre os polimorfismos nos genes VKORC1 e GPRC6A e varidveis clinico-patoldgicas

VKORC1 GPRC6A
Aditivo Dominante Recessivo Aditivo Dominante Recessivo

Idade, tempo até doenga ® 0.356 * 0.231* 0.688 * 0.859 * 0.967 * 0.617 *
IMC, EP/OB, >25 © 0.535 ** 0.7 (0.3-1.6) 0.8 (0.3-2.5) 0.318 ** 0.5(0.2-1.2) 1.3(0.2-8.3)

Valor de P 0.377 0.706 0.133 0.780
IMC, OB, >30® 0.822 ** 1.3 (0.4-4.1) 1.2 (0.3-6.0) 0.731 ** 0.7 (0.2-2.5) 0.7 (0.1-6.4)

Valor de P 0.641 0.802 0.574 0.718
PSA, cut off >20° 0.114 ** 0.3 (0.1-0.9) 0.7 (0.3-1.6) 0.248 ** 2.1(0.9-5.1) 0.6 (0.1-3.6)

Valor de P 0.038 0.388 0.096 0.537
Gleason, alto grau >8© 0.802 ** 1.4 (0.5-3.5) 1.0 (0.3-3.5) 0.999 ** 0.8 (0.3-2.4) NC

Valor de P 0.524 0.986 0.731
Estadio avangado, T3-T4 b 0.672 ** 1.0 (0.4-2.3) 0.6 (0.2-1.9) 0.234 ** 1.2 (0.5-3.1) 5.9 (0.5-69.0)

Valor de P 0.994 0.397 0.648 0.157
Metastases ao diagndstico ° 0.599 ** 0.7 (0.3-1.7) 0.8 (0.3-2.4) 0.060 ** 2.5(0.9-6.4) NC

Valor de P 0.468 0.658 0.065

a andlise de curvas Kaplan-Meier, usando o teste Log Rank (* valor de P); b regresséo logistica binaria, com ajustamento para a idade (como variavel

continua) — resultados expressos como odds ratio e intervalo de confian¢a 95%, (** valor de P da tendéncia linear). IMC, indice de massa corporal; EP/OB,

excesso de peso/obeso; OB, obeso, PSA, antigénio especifico da préstata. NC, néo calculado (presenca de pelo menos uma célula com zero eventos).
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Os SNPs que se revelaram significativos ap0s a regressao logistica, ajustando para a
idade de diagnédstico, foram adicionalmente submetidos a analise multivariada

adicionando a terapia definitiva a idade, como covariaveis (tabela 6).

Tabela 6. Resumo de analises de regressao logistica uni e multivariada e interpretacéo

de resultados

Regressdo Log *  Regressdo Log ** Associagdo Gendtipo de
Genotipo OR (IC95) OR (IC95) c/ fendtipo risco

NOS2 intrdao 20 GA/AA 0.4 (0.1-1.0) 0.3 (0.1-0.9) EstadioT3-T4 GG
Dominante 0.052 0.037

ARGI cc 2.6 (1.1-5.8) 2.6 (1.1-6.1) PSA > 20 cc
Recessivo 0.023 0.024

ARGII GG 0.040°2 - Diagndstico GG
Recessivo precoce

VKORC1 AG/GG 0.3 (0.1-0.9) 0.2 (0.1-0.9) PSA > 20 AA
Dominante 0.038 0.034

* com ajustamento para a idade de diagndstico; ** com ajustamento para a idade e tratamento
definitivo (prostatectomia radical/radioterapia versus sem tratamento definitivo). 2 Valor de P
(andlise Kaplan-Meier com teste Log-Rank).

Foi efetuada analise univariada de Kaplan-Meier para todos os modelos genéticos de
cada polimorfismo, ndo se tendo verificado associacdo dos SNPs estudados com o
desenvolvimento de hormonoresisténcia (P>0.1), nem com a sobrevivéncia global
(P>0.1). Apenas a variante no exao 16 do polimorpfismo da NOS exibiu associagdo com
tempo até a morte [AA, 123.2 (107.4-139.0) meses e AG/GG, 94.7 (80.4-108.9) meses,
P=0.085], no entanto, apds analise multivariada por regressdao de Cox, perdeu
significancia (HR=1.6, 1C95=0.9-3.1, P=0.139).
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Figura 3 — Grafico Kaplan-Meier, demonstrando que os portadores do gendtipo GG do
polimorfismo ARGII (mediana de 69.4 anos, IC95%=67.4-71.4) tiveram cancro da préstata mais
precocemente que os AA/AG (mediana de 72.4 anos, 1IC95%=71.2-73.5) (P=0.040) .
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Discussao

Os polimorfismos utilizados neste estudo tiveram como racional de selecdo as
possiveis interacdes e correlagdes com cancro da prostata e resisténcia a terapia

hormonal.

O oxido nitrico (NO) € uma molécula sinalizadora que desempenha um papel
fundamental na patogénese da inflamacgédo. Tem um efeito ambiguo, uma vez
gue em concentracdes baixas pode promover o cancro enquanto em niveis altos

pode agir como protecdo contra o mesmo. [107]

O 6xido nitrico desempenha também varios papéis importantes na BPH e seus
efeitos associados. O NOS encontra-se nas fibras nervosas varicosas delgadas
do feixe de musculo liso da prostata e € um mediador chave da funcdo da
prostata [108]. Um estudo revelou que os inibidores da Fosfodiesterase-5 (PDE-
5) podem aumentar o risco de recorréncia bioquimica apds a prostatectomia
radical para o tratamento do cancro da préstata, sugerindo que o aumento dos

niveis de NO tem efeitos adversos nos resultados do cancro da préstata [109].

Baltaci et al. exploraram o papel desempenhado por NOS1 no cancro da
préstata, BHP e neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). Ambas as amostras de
PIN e cancro da préstata em estadio avancado demonstraram uma elevada
quantidade de NOS2 em comparacdo com amostras de estadio menos
avancado, sendo assim um indicador de um potencial aumento na expressao de
NOS2 durante a carcinogénese da prostata [110]. O oxido nitrico derivado da
inflamacdo também desempenha um papel na progressdo do tumor, por
exemplo, facilitando a permeabilidade vascular, apoiando assim o rapido
crescimento do tumor, dependendo da sua concentragéo [111]. Demonstrou-se
que as células PC-3 do cancro da préstata adquirem maior sobrevivéncia,
proliferacéo, migracdo e invasao quando recebem terapia fotodinadmica, através

da regulacao positiva de NOS2 e subsequente liberacdo de NO [112].

Como mencionado anteriormente, NOS2 é expresso em maior quantidade em
tumores de préstata do que em patologias ndo neoplasicas [113], Baltaci et al

encontraram-no elevado em amostras de cancro da prostata em comparacéo
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com PIN ou BPH. Aaltoma et al. encontraram uma associagédo entre NOS2, o
estadio do tumor, escala de Gleason mais avancada, aneuploidia de DNA e
infiltracdo perineural [114]. A expressdo de NOS2 no cancro da prostata pode
estar interligada com o desenvolvimento de cancro da prostata independente de
androgénio, pois o NO inibe a ativacéo do recetor de androgénio (AR) [115].

O aumento do NO intracelular em células de cancro da prostata AR-positivas
leva a s-nitrosilacao e inativacdo do AR no residuo C601 presente no dominio
de ligacdo ao DNA do AR, inibindo assim sua capacidade de responder ao
androgeno [116]. O NO também pode promover a migracao celular em células
de cancro da prostata por s-nitrosilagdo de a6-integrina em Cys86, o que
aumenta sua heterodimerizagao com a1-integrina. Além disso, a s-nitrosilacao
da a6-integrina resultou na diminuicdo da capacidade de aderir a laminina-1
[117]. Esta modificacdo pds-transducional resulta em uma mudanca na interacao
de a6-integrina com B4 integrina para uma interagao com 1 integrina [117]. Isso
é frequentemente visto na transicdo para o cancro da prostata e resulta na
interrupc@o da adesédo das células da prostata a laminina por meio de estruturas
hemidesmossOmicas altamente adesivas. Isso permite que as células migrem
para a laminina, que é critica no contexto de promover a metastase do cancro
da préstata no microambiente 6sseo rico em laminina, que € o principal local alvo

para metastases distantes do cancro da préstata [118].

Considerando os estudos apresentados acima e os resultados obtidos neste
estudo, em que o gendtipo GG do polimorfismo da NOS2 Intrao 20 foi de risco
para estadios avancados, podera levantar a hipotese de que existe uma
correlacdo entre NOS2 e estagios avancados do cancro da prostata, que
também desempenha um papel importante na metastase desse cancro. Esta
relacdo varia dependendo da concentracdo de NO encontrada em cada
neoplasia, uma vez que este pode ter um efeito pré-cancerigeno ou no sentido
de proteger as células e também do polimorfismo que foi estudado, uma vez que
tal como observado nos resultados, o alelo dominante parece conferir um risco

menor de cancro da préstata do que o alelo recessivo.
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Por outro lado, 0 aumento da expressao e atividade de ARG tem sido relatado
em varios tumores, como cabeca, pescoco, rim, mama, hepatocelular e préstata
[119]. Na doenca prostatica, o metabolismo da arginina e atividade de ARG
surgem como vias de interesse elevado, uma vez que a expresséo de ARG e a
sintese de poliaminas foram encontradas num numero elevado no cancro da
prostata, estando associadas a diferenciacdo tumoral [120]. Poucos estudos
observaram atividade relevante de ARG no cancro da préstata e em outros
cancros, sendo a excecao o tecido [121]. A expressao de ARGI e ARGII em
células do cancro da préstata sdo mediadas por androgénios, ou seja, privacao
de androgénio ou terapia de privacdo androgénica (ADT) reduz a expressao de
ARG?2 in vitro e nos tumores em estadio inicial em doentes com cancro da
prostata. Quando existe uma inibicdo da sua expressdo proteica, causa um
decréscimo na proliferacdo celular e no potencial de imunossupresséo [122]. Tal
como referido, as células do cancro da préstata expressam tanto ARGI como
ARGII, apesar de ARGII ser preferencialmente expresso pelas células hormono
sensiveis do cancro da prostata e por tecido da préstata ndo-maligno. Assim
como ARGII, a inibicdo de ARGI leva a decréscimo da proliferacdo de células
tumorais, reduz o metabolismo da arginina e 0 seu potencial imunossupressivo.
Mesmo assim, alguns estudos apontam que o ARGII seja mais influente na

atividade de arginase em células de cancro da prostata do que o ARGI [123].

Considerando os resultados deste estudo, que mostram que o gendtipo CC do
polimorfismo da ARGI esteve associado a PSA superior a 20 ng/ml e o genétipo
GG do polimorfismo da ARGII associado a diagnéstico precoce do cancro da
prostata, revelando que o potencial envolvimento da arginase no cancro da
préstata, com possivel impacto em varias fases do seu desenvolvimento e
diagndstico. E possivel observar que tanto no polimorfismo da ARGI como no
polimorfismo da ARGII, o alelo recessivo esta diretamente ligado a altos niveis
de PSA e diagndstico do cancro da préstata de forma mais precoce. E possivel
pensar que a ARGII possa ser considerado um marcador para a doenca do
cancro da préstata uma vez que a expressao da enzima é maior em tumores de
estadio mais baixo, perdendo a sua expressao a medida que o tumor se torna

menos diferenciado [122].
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Estudos anteriores demonstraram que a vitamina K e o ciclo da vitamina K estao
envolvidos no crescimento celular, inflamacéo, apoptose e metabolismo de Ca2+
e estdo associados a doencas que incluem osteoporose, cancro, diabetes e

calcificagéo vascular [124].

Fortes evidéncias indicam que o uso de varfarina a longo prazo esta associado
a uma diminuic&o do risco de diagndstico de cancro da prostata. A expressao de
VKORC em tecido benigno da prostata sugere que tem potencial para mediar 0s
efeitos quimioprotetores da varfarina. Em contraste, a quase auséncia de
expressdo de VKORC em PIN e cancros primarios, independentemente do grau,
sugere que € improvavel que a varfarina seja util para controlar o crescimento de
cancros uma vez que se desenvolvam, pelo menos usando um mecanismo
mediado pela VKORC. Tagalakis et al. demonstraram que, ao contrario da
associacdo da varfarina com a reducéo do risco de diagnostico de cancro da
préstata, homens tratados com varfarina apoés o diagnéstico de cancro da
prostata tém pior sobrevida especifica e global de cancro da prostata [125]. Os
dados de expressdo de VKORC se ajustam a um modelo, em que VKOR medeia
os efeitos quimioprotetores da varfarina, mas nao influencia os efeitos da
varfarina no crescimento de cancros estabelecidos. Tew BY et al. demonstraram
que o alelo C do SNP rs2359612 no gene VKORC é encontrado em uma taxa
mais alta em séries prospetivas de doentes com cancro da prostata do que seria
esperado na populacéo geral [71], apesar do resultado deste trabalho mostrar
gue o gendtipo AA do polimorfismo da VKORC1, que neste caso é recessivo, é
de risco para PSA superior a 20 ng/mL Também existe uma relacdo entre
menadionas e o risco de cancro da préstata, ou seja, uma ingestdo de

menadionas esta ligado a um risco mais baixo de cancro da préstata [62]

E desafiador imaginar a varfarina como uma estratégia adequada para prevenir
0 cancro da prostata, pois, na populacdo idosa que desenvolve cancro da
préstata, os riscos de hemorragia associados a varfarina provavelmente
superam qualquer beneficio preventivo. No entanto, entender a conexao entre o
uso de varfarina e o risco de cancro da préstata pode permitir separar os efeitos

sobre o cancro dos efeitos sobre a coagulacgéo.
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Em suma, é possivel verificar que os polimorfismos do NOS2 intrdo 20 com
genotipo recessivo, ARGI com genotipo recessivo, ARGII com genotipo
recessivo e VKORC1 com gendtipo recessivo parecem ter um papel importante
em neoplasias avangadas ou um diagndstico mais precoce das mesmas. Todos
os resultados obtidos durante este estudo e que possam ser considerados
relevantes corroboram o que ja esta descrito na literatura, mas também abrem
novas questdes sobre os possiveis beneficios para o diagnostico e terapia do
cancro da prostata a partir de alguns dos polimorfismos estudados neste
trabalho. Apesar destes resultados apoiarem estudos anteriores, a area da
oncologia, em especial a que esta ligada ao cancro da préstata, € uma area que
ainda necessita de maiores avancados a nivel tanto tecnolégico como ao nivel
da compreenséo, uma vez que mesmo havendo imensos casos por ano, ainda
€ algo que mal se compreende e como todas as outras neoplasias, continua sem

cura.
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Conclusao

O Genotipo GG do polimorfismo da NOS2 Intrdo 20 é de risco para paciente
avancado (T3-T4).

O gendtipo CC do polimorfismo da ARG | e o gendtipo AA do polimorfismo da
VKORC1 sao de risco para PSA superior a 20 ng/mL.

Os portadores do geno6tipo GG do polimorfismo ARGII tém risco para diagnostico

precoce de cancro da prostata.

Permanecem por esclarecer as implicagcbes funcionais dos polimorfismos
estudados e que demonstraram associacdo com a doenca. Estudos futuros
deverdo estabelecer a relacdo gendtipo-fenétipo para os polimorfismos que se

revelaram mais relevantes no cancro da prostata.
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