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Resumo

Actualmente, nos paises desenvolvidos, o cancro é a segunda causa de morte,
depois das doencgas coronarias. O adenocarcinoma da préstata é o segundo cancro
mais mortal no homem, com idade superior a 55 anos. Mutacées, herdadas ou adqui-
ridas, nos genes que controlam o crescimento, combinadas com a susceptibilidade
individual, sdo as principais causas de cancro. A susceptibilidade inclui idade, sexo,
estado imunolégico, estado nutricional, genético e étnico. Estudos recentes mostram
que algumas mutacées no promotor do gene da E-caderina estdo associadas ao
risco de cancro.

A E-caderina é uma proteina membranar, dependente de Ca**, envolvida na
adesao celular, com um papel importante na formacao e manutencéao dos tecidos
solidos, no desenvolvimento morfogénico e manutencao do fenétipo epitelial. Neste
estudo caracterizamos a populagao portuguesa, da Regiao Centro, relativamente ao
SNP no par de bases —160, no promotor do gene da E-caderina e determinamos o
risco relativo de cancro da préstata associado com o referido polimorfismo. Foram
genotipados sessenta e um homens diagnosticados com adenocarcinoma da
prostata e noventa e seis controlos. Os gendtipos diferem significativamente entre
casos e controlos. Os portadores do alelo A (AA e AC) apresentam um risco relativo
de adenocarcinoma da préstata mais elevado (OR=1,42, 95% CI 0,75 - 2,7), compa-
rado com o geno6tipo CC. O gendtipo AC tem um risco aumentado de adenocar-
cinoma da préstata (OR=2, 95% CI 1,0 — 3,9) e 0 gendtipo AA tem um risco diminuido
(OR=0,266 95% CI 0,05 — 1,25), comparado com o genoétipo CC. Verificamos,
também, a diminuicao dos niveis de E-caderina na membrana plasmatica, que foram
avaliados por microscopia confocal e confirmados por Western blot. Verificamos que
em doentes com o polimorfismo AC, as células tumorais da préstata apresentam uma
diminuicdo de E-caderina na membrana plasmatica comparadas com as células
normais. Nos doentes com genétipo CC também verificamos uma diminuicdo dos
niveis de E-caderina, ainda que menos acentuada. Os resultados sugerem uma
associagao do polimorfismo com cancro da prostata, sendo que o gendtipo AC
apresenta uma maior susceptibilidade para o referido cancro.
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Introducao

O cancro é uma patologia conhecida desde o
momento em que as primeiras sociedades apren-
deram a registar as suas actividades. Ja era bem
conhecido dos Egipcios e das sociedades seguintes,
mas como muitos dos cancros sé se manifestam
numa fase tardia da vida, o niUmero de pessoas que
sobreviviam a “idade do cancro” era relativamente
pequeno. O numero de cancros diagnosticados
aumentou a partir de meados do século XIX, quando
a esperanga de vida comecou a aumentar, gracas a
implementacao da saldde publica e cuidados médi-
cos, permitindo a diminuicdo de doencas que no
passado eram as principais causas de morte, como
doencas infantis e doencgas infecciosas.

Embora as doencas de coracéo e vasos san-
guineos ainda sejam a principal causa de morte nas
pessoas mais idosas, o cancro constitui um grave
problema nos paises mais desenvolvidos.

Um tumor é um tecido novo, constituido por célu-
las que crescem de forma descontrolada, nao respei-
tando as regras que controlam o crescimento normal
e apresentam caracteristicas diferentes das células
normais do 6rgdo do qual derivam. Estas alteracoes
sao devidas a mutacdes nos genes que controlam o
crescimento, podendo essas mutacoes ser herdadas
ou adquiridas por exposicao continuada a factores
carcinogénicos, incluindo factores de natureza fisica,
quimica, virusal. Além das mutacées genéticas, o
aparecimento e desenvolvimento do tumor depende
também da susceptibilidade individual. Esta suscep-
tibilidade, que inclui idade, sexo, estado imunolé-
gico, estado nutricional, genético e étnico, por vezes,
torna dificil estabelecer causas para alguns tipos de
cancro. O processo carcinogénico, desde a exposi-
cao aos agentes mutantes até a manifestagdo dos
sintomas clinicos, é longo e assintomatico, podendo
durar décadas, pelo que a prevencdo e deteccdo
precoce é importante, tornando-se necessario en-
contrar métodos rapidos e ndo invasivos que permi-
tam essa deteccao, e cujarazao custo / beneficio seja
aceitavel.

Actualmente, o cancro constitui a segunda causa
de morte, a seguir as doencgas corondrias. Nos ho-
mens com idade superior a 55 anos o cancro da
prostata constitui 0 segundo cancro mais mortal, a
seguir ao cancro do pulmao e a suaincidéncia esta a
aumentar em muitos paises, incluindo Portugal.
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Taxa de mortalidade por cancro da prostata,
em Portugal
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Fig. 1: Taxa de mortalidade em Portugal, por ano, nas
Ultimas cinco décadas.

Cancro da prostata

A taxa de mortalidade, causada por cancro da
prostata, nas Ultimas 6 décadas aumentou cerca de
14%, no entanto continua a ser relativamente baixa
quando comparada com o numero de pacientes
diagnosticados por ano.

O numero de novos casos de homens diagnos-
ticados com adenocarcinoma da prostata, por ano,
varia com as ragas populacionais. Bernstein e Ross
(1991) verificaram que esta patologia é mais frequen-
te nos Afro-Americanos, com cerca de 116/100000,
por ano. Nos Caucasianos e brancos dos Estados
Unidos a incidéncia é de 71/1000000, enquanto
que nos asiaticos a taxa & mais baixa (Japoneses,
39/100000; Chineses, 28/100000), (Nomura 1991).
Estas diferengas devem-se, muito provavelmente, a
combinacao de factores genéticos e ambientais.

No caso de Portugal, segundo dados da OMS, a
taxa de mortalidade por cancro da prostata, aumen-
tou cerca de seis vezes, nas Ultimas cinco décadas

(Fig.1).

Desenvolvimento multifasico do cancro
da prostata

A epidemiologia de muitos tumores sugere que o
cancro é um processo multifasico, sendo o genoma
sequencialmente sujeito a um ndmero randomisado
de agressdes. Calculos estatisticos baseados no
aumento da frequéncia de cancro com a idade esti-
mam que sejam necessarias quatro a seis agressoes
para seiniciar aformacao do cancro.

No desenvolvimento do cancro da prostata, a
semelhanca da generalidade dos outros cancros, é
possivel distinguir trés importantes fases. Numa 12
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fase, denominada de fase de iniciacdo, ocorre alesao
do DNA da célula, originando um clone de células
diferentes, que pode permanecer muito tempo numa
fase oculta. Na 22 fase ocorre a progressao da fase
oculta para uma fase clinicamente detectavel e loca-
lizada, envolvendo a desdiferenciacdo das células.
Este processo parece implicar a existéncia de repe-
tidas agressdes a célula, o que faz que em muitos
homens nunca haja progresséo. A 32 fase carac-
teriza-se pela metastizacao do cancro para nédulos
linfaticos, ossos e outros érgaos. Assim, enquanto
alteracoes morfolégicas associadas com a iniciacao
sao relativamente comuns e ocorrem numa fase pre-
coce davida, a progressao para o carcinoma invasivo
é significativamente menos comum e ocorre numa
populacdo mais limitada e dependendo da idade.
Isto podera explicar que, embora, a prevaléncia do
cancro ‘histolégico’ da prostata se distribuia igual-
mente em todo o mundo, a manifestagao clinica
desenvolve-se de diferente modo nos vérios paises,
dependendo de factores ambientais que podem
funcionar como factores promotores da progressao.
Foram ja identificadas varias alteragdes cromos-
sémicas e envolvimento de diversos genes no cancro
da préstata. No entanto, é a acumulacao de aconte-
cimentos, mais do que a ordem, que sao respon-
saveis pelo mau comportamento dos genes, no
desenvolvimento do cancro prostatico.

Factores etiologicos e de predisposicao
para o cancro da préstata

Uma caracteristica importante do cancro da
prostata é a sua forte associagcédo com a idade, sendo
esta um importante factor de risco para este tipo de
cancro. Além da idade e do grupo populacional,
outro factor de risco importante no cancro da prostata
€ a historia familiar da doenca (Narod et al., 1995),
ainda que os factores hereditarios expliquem uma
percentagem relativamente pequena (aproximada-
mente 10%) de cancro da prostata e estejam geral-
mente associados a manifestagao precoce da doen-
¢a (Cannon et al., 1982; Carter et al., 1992, 1993).
Ainda assim, o cancro da préstata é considerado o
quarto cancro com associacao familiar mais forte,
ultrapassando o0 da mama ou o do colon, considera-
dos de componente genética significativa. Foi em
1956 que Morganti e colaboradores associaram, pela
primeira vez, o cancro da préstata com a histéria
familiar. Outros estudos posteriores (Steinberg et al.,

1990; Gronberg et al., 1994, 1996; Whittmore et al.,
1995b; Page et al., 1997; Lichtenstein et al., 2000)
sugerem a existéncia de genes susceptiveis para o
cancro da préstata, que poderao ser herdados na
forma dominante autossémica de um alelo raro e de
alto risco (Monroe et al., 1995; Narod et al., 1995).
Outros resultados moleculares tém sugerido a exis-
téncia de genes de alto risco, com possibilidade de
localizacao em mais do que um locus (Eeles, 1999).
No entanto, embora seja dificil a identificacdo de
loci com susceptibilidade genética para o cancro da
prostata, foram ja referidos loci localizados nos
cromossomas 1g24-25 (HPC1), 1g42 (PCAP), 1p36
(CAPB), 8p22-23, cromossoma Xqg27-28 (HPCX),
17p11 (ELAC2) e 20q13 (HPC 20), (Jacques Simard
et al., 2002; Cunningham JM et al., 2003) (Fig. 2).
Outros estudos epidemiolégicos de cancro da
prostata e mama tém revelado a associagao destes
cancros em determinadas familias (Anderson e
Badzioch, 1992; Tulinius et al., 1992). Também foi
estimado um aumento do risco de cancro da prostata
em homens portadores de mutacdes no gene BRCA1
(Ford et al., 1994), assim como se verificou um au-
mento do risco relativo de cancro da préstata em
familias com mutacées no gene BRCA2 (The Breast
Cancer Linkage Consortium, 1999). Cussent e Valeri
sugerem que a grande proporc¢ao de cancro familiar
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Fig. 2: Localizagao dos loci com susceptibilidade para o
cancro da préstata referenciados na literatura.
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da préstata é devida ndo a poucas mutagbes em
genes maiores, transmitidas de acordo com uma
heranca monogénica, mas devido a partilha fami-
liar de alelos em muitos /loci, em que cada um contri-
bui com um pequeno aumento do risco de cancro
(Cussent e Valeri, 2001).

Suplbe-se que a dieta e factores ambientais
desempenhem um papel chave semelhante ao que
acontece em outros cancros epiteliais comuns
(Carter et al., 1990 a). Possivelmente o risco de can-
cro estéd associado com o consumo de gorduras e
sobretudo gorduras saturadas, cuja associacao foi
maior nos Aso-Americanos (Whittemore et al., 1995,
WHO, 1980-1988).

As hormonas, nomeadamente as hormonas
esterdides, desempenham também um papel impor-
tante no cancro da préstata, podendo intervir na sina-
lizacédo de vias de transducgao através do seu receptor
e tém um papel importante em todas as fases da
carcinogénese da prostata.

Base molecular do cancro da prostata

Apesar do progresso no diagndstico e tratamen-
to, o cancro da préstata constitui uma das principais
causas de morte nos homens de paises industriali-
zados do Ocidente

A base molecular do cancro tem sido um enig-
ma, durante muitas décadas. Talvez porque atinge,
sobretudo, homens de meia-idade, o cancro da prés-
tata ndo tem sido alvo de grandes atencbes e
investimento por parte da investigacdo molecular. No
entanto, o conhecimento adquirido no estudo de
outros tumores tem contribuido para a evolugao no
conhecimento do cancro da préstata. Tradicional-
mente, a investigacao relativa ao cancro da prostata
centrava-se principalmente nos androgénios. No
entanto, recentemente foi descrito que genes supres-
sor tumoral e oncogenes importantes em outros tipos
de cancro estdo também envolvidos no cancro da
préstata (Schulz, 2003).

A perda alélica € um processo comum no adeno-
carcinoma prostatico, presente em mais de 50% dos
casos nos cromossomas 8p, 10q, 13q,16q (Carter et
al., 1990b, Bergerheim et al.,1991; Macoska et al.,
1993; Sakr et al., 1994; Gray et al., 1995; Cher et al.,
1996; lttmann 1996; Trybus et al., 1996; Saric et al.,
1999; Bostwick, 1996). Entre os potenciais genes can-
didatos localizados em 10923, esta PTEN/ MMACH1.
O gene PTEN codifica uma fosfatase lipidica cujo
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principal substrato é PIP-3, resultando a sua perda na
inactivacdo da actividade da cinase PKB/AKT, dimi-
nuindo a sensibilidade para a morte celular. Dois
estudos independentes (Li et al., 1997, e Steck et al.,
1997) mostraram que PTEN estava mutado em todas
as quatro linhas celulares prostaticas examinadas.
Um segundo candidato localizado no cromossoma
10925 é o gene MXI1, que codifica uma proteina de
ligacao a Myc (Eagle etal., 1995). Esta proteina é parti-
cularmente importante dada a sua intima associacao
com a proteina Myc, que esta envolvida no cancro da
préstata, e que se localiza numa regiao, frequente-
mente amplificada, do cromossoma 8q (Van den Berg
etal., 1995; Budendorfetal., 1999). A proteina c-Myc é
uma fosfoproteina nuclear cuja funcéo é a promocgéao
da replicacdo de DNA, a regulacao da transicdo da
fase GO para a fase G1 do ciclo celular e controlo da
diferenciacéo celular. Enquanto a perda do cromos-
soma 10q esta, provavelmente envolvida numa fase
mais tardia da progresséo do cancro da préstata, a
perda de regi6es especificas do cromossoma 8p, que
ocorre em cerca de 80% de tumores prostaticos, € um
dos principais acontecimentos na fase inicial da
carcinogenese da préstata (Chang et al., 1994; Imbert
et al., 1996; Wistuba et al.,1999). A perda de material
do cromossoma 13, incluindo a regiao que contém o
gene Rb ocorre em pelo menos 50% dos tumores
prostaticos (Cooney et al., 1996b; Melamed et al.,
1997; Li et al., 1998). Curiosamente, a proteina Rb foi
descrita como reguladora do processo apoptético
das células prostaticas, particularmente em resposta
aos androgénios (Zhao et al., 1997; Bowen et al.,
1998; Yehetal., 1998).

A inactivagdo do p53, gene supressor tumoral
localizado no cromossoma 17p, estd presente em
mais de 25% de cancros prostaticos avangados, sen-
do raro em cancros precoces, sugerindo que possa
actuar na fase tardia da progressao (Henke et al.,
1994; Voeller et al., 1994; Prendergast et al., 1996). O
gene da E-caderina, que funciona como gene su-
pressor tumoral e supressor de metastases, € outro
factor envolvido no cancro da préstata.

E-caderina

A formacao de uma “sociedade celular”, consti-
tuindo estruturas mais complexas denominadas
tecidos, dependem largamente da formacao de
adesoes célula-célula. As caderinas sao as principais
proteinas envolvidas na adesao celular, contribuindo



www.apurologia.pt

Polimorfismo —160 C/A no promotor do gene da E-caderina e risco de cancro da préstata numa populagdo portuguesa 31

y Cp 2+

ce-cabening

[i-catenins

Eldileriuns

Fig. 3: As caderinas medeiam o préprio reconhecimento
por ligacdo a uma caderina idéntica

para a formacado e manutencéao de tecidos sélidos
(Takeichi, 1991), para o desenvolvimento morfogé-
nico e manutencao da polaridade celular. As cade-
rinas sdo proteinas membranares, dependentes de
célcio e pertencentes a familia de proteinas de ade-
séo homofilicas, actuando como ligando e receptor,
sendo expressas por varios tipos de tecidos. A E-
-caderina é expressa de forma predominante pelo
tecido epitelial, contribuindo para a manutengao do
seu fendtipo (Takeichi, 1991). O gene localiza-se no
cromossoma 16922.1 (Natt et al.,1989) e ocupa uma
regiao de aproximadamente 100 kb do DNA geno6-
mico. Tem 16 exdes e um intréo 2, longo, com 65 kb.
Nointrao 1 hAuma5’ilha CpG de alta densidade, que
pode estar implicada na regulagédo da transcricao
durante a embriogénese e carcinogénese (Berxetal.,
1995a). O mRNA tem aproximadamente 4,8 kb.

A E-caderina é uma glicoproteina da superficie
celular, cujo polipeptideo precursor tem 135 kDa, que
é processado numa proteina madura com 120 kDa
(Shore e Nelson, 1991). A forma madura ¢ libertada
para a membrana e na presenca de Ca®’, dimeriza
numa conformacéao cis com moléculas de E-caderina
de células vizinhas. A adeséo intercelular mediada
pela E-caderina depende da formacao de comple-
xos, na presenca de Ca®, com outras proteinas,
nomeadamente cateninas. A E-caderina é uma pro-
teina transmembranar de trés grandes dominios: o
dominio maior, extracelular que medeia a adesao
homotipica com caderinas de células vizinhas; um
dominio transmembranar menor e o dominio cito-
plasmatico (Berx et al., 1998) que interactua com pro-
teinas citoplasmaticas, incluindo a-, B- e y-cateninas,
(Fig. 3), e cuja interaccao é necessaria para manter
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Fig.4: Ligacédo da E-caderina as proteinas citoplasmaticas
a, B ey cateninas. No espaco intercelular os dimeros de
E-caderina, estabilizados por ides Ca*", interagem através
dos seus dominios extracelulares com os dimeros de
E-caderina de uma célula vizinha.

a funcionalidade e integridade do tecido (Kemler,
1989). Mas as cateninas nao estdo s6 envolvidas na
ancoragem a superficie celular. A p120, que parece
estar envolvida na modulacao negativa da funcao da
caderina, liga-se a um factor de transcricao (Kaiso
zinc-finger) cuja funcao desta interaccao ainda nao é
bem conhecida (Daniel, 1999). No entanto ha uma
isoforma da p120, de localizagcao nuclear parcial, em
tumores de células epiteliais cuja expressao da E-
caderina esté afectada (van Hengel, 1999). Também,
cada vez é mais notavel que a ?-catenina tem um
papel central na via de transducao de sinal iniciada
por Wnt/Wingless (Willert, 1998).

AlteracOes da funcéao da E-caderina podem de-
ver-se a diversos factos, incluindo mutacdes no seu
DNA (Suzuki 1996, Schalken, 1995) que originam
uma sequéncia polipeptidica alterada ou metilacao
deilhas 5’-CpG do gene da E-caderina.

Para além de estar envolvida na formacao de
juncdes aderentes entre as células, as caderinas tém
também um papel importante na regulacao da quan-
tidade de B-catenina livre no citoplasma, limitando
assim a quantidade de B-catenina que pode entrar no
nucleo. No nucleo a B-catenina liga-se a factores de
transcricao LEF e Tcf e activa a expressao de genes
tais como ciclina D1, estimulando, assim, a prolifera-
¢ao celular (Stockinger et al., 2001) (fig. 4). Para além
da sua ligacao a caderina membranar, os niveis de
cateninas livres no citoplasma também podem ser
reguladas através da sua degradacao. Apos ligacao
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a APC, que permite a ligagao da catenina a cinase
GSKa, a catenina é fosforilada. A fosforilacéo da pro-
teina funciona como um sinal para ubiquitinagao e
consequente degradacdo pelo proteosoma. Por
outro lado a via de sinalizacao Wnt impede a forma-
cao do complexo entre GSK3 e o APC, impedindo
assim a fosforilacdo da B-catenina, inibindo a sua
degradacao (Danielsetal.,2001).

A perda da caderina resulta na libertacéo da f3-
-catenina para o citoplasma. Um aumento de caderi-
na conduz a uma diminuigdo da catenina disponivel
para migrar para o nlcleo impedindo a expressao do
gene da ciclina D1. Efeito semelhante se observa
quando ha aumento da expressao de APC. Assim, a
quantidade de catenina no citoplasma pode ser con-
trolada através da adesao celular ou através de facto-
res de sinalizacao extracelular.

Objectivo

O objectivo do nosso trabalho foi

1 - Caracterizar a populagao portuguesa relativa-
mente ao SNP C/A no par de bases —-160 da
regido do promotor, no gene da E-cade-
rina.

2— determinar o risco relativo de cancro da prés-
tata associado a este polimorfismo.

Material e Métodos

Populacao estudada

As amostras de sangue periférico foram colhidas
de 61 homens, diagnosticados com cancro da prés-
tata, no Instituto Portugués de Oncologia de Coim-
bra, cuja média de idades foi de 69,6 anos (49 — 82
anos). As amostras de sangue controlo foram obtidas
de 96 homens, que fazem parte de uma base de
dados existente no Laboratério de Hematologia dos
Hospitais da Universidade de Coimbra, sem qualquer
patologia conhecida, cuja média de idades foi de
46,9 anos (26 — 80 anos). Todos os casos e controlos
sao Caucasianos.

Analise do polimorfismo

O DNA foi obtido de leucécitos de sangue perifé-
rico, colhido em tubo estéril (de 10ml), contendo anti-
coagulante (EDTA), e utilizando o kit de extracao da
Roche.

Um fragmento de 190 pb, contendo o SNP C/A na
posicdo -160, relativamente ao local de inicio da
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transcricdo na regido do promotor do gene da E-
caderina, foi amplificado por PCR, usando o primer
Forward 5-TCCCAGGTCTTAGTGAGCCA-3’ e o pri-
mer Reverse 3~ ACGACTAACCGACACCGG-5’, num
volume final de 25ul contendo 30ng de DNA, 900nM
de cada primer, 200nM de dNTP’s e 1xTaqg. O proto-
colo utilizado foi o seguinte: 94° C durante 1 minuto,
um ciclo; 94° C durante 40 segundos, 64° C durante
40 segundos e 72° C durante 40 segundos, 35 ciclos;
seguido de um ciclo de elongacéo de 72° C durante
10 minutos. Os produtos de PCR foram digeridos
com as enzimas de restricao BstE2, que cliva especi-
ficamente fragmentos com o alelo-C e Hincll que cliva
especificamente o fragmento com alelo-A. A digestao
foi feita num volume final de 20 pl, contendo 10l de
DNA, 2 ul de tampaéo, 0,3 ul de enzima e 7,7 ul agua,
durante 1h e 30 minutos a 60° C e a 37° C, respectiva-
mente para a enzima BstE2 e Hincll. No caso da
enzima Hincll o volume de agua utilizado foi de 7,5 pl
e 0,2 de BSA.. Os fragmentos foram separados em
gelde agarose a 3%.

Analise por imunofluorescéncia
de fragmentos de prostata humana
Fragmentos da glandula prostatica e da capsula
foram obtidos por prostatectomia radical e imediata-
mente congelados em azoto liquido. Foram feitas
criosecgcdes, com uma espessura de 15mm, num
criostato Shandon, a —-20°C. Essas seccOes foram
fixadas em paraformaldeido 4%, preparado em tam-
pao fosfato, durante 10 minutos, apds o que foram
lavadas com tampao fosfato salino (PBS) e permea-
bilizadas com Triton X-100 1% v/v, preparado em
PBS, durante 10 minutos. Apds incubagao com soro
de cabra (1:10), durante 20 minutos, as amostras fo-
ram incubadas com anticorpos primarios Sigma (St
Louis, MO, USA), dirigidos ao dominio citoplasmatico
da E-caderina, durante 1 hora, a temperatura am-
biente. Apds lavagem com PBS, as amostras foram
incubadas com anticorpos secundarios, durante 1
hora, atemperatura ambiente, apds o que foram lava-
das e montados numa lamela com Glycergel (Dako).
Todas as solucdes usadas durante este processo
foram preparadas em PBS, contendo 0,2% p/v
albumina sérica bovina (BSA) e 0,02% de azida de
sédio. Os controlos foram efectuados por omissao de
anticorpo primario. Os anticorpos primarios foram
detectados usando fluoresceina-5-isotiocianato
(FTIC) e os anticorpos secundarios foram conjuga-
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Fig. 5: Parte da sequéncia do DNA da regido do promotor, do gene da E-caderina, onde se
encontram assinalados, os primers utilizados na reaccao de PCR, para amplificacao do
segmento; na posicao —160, o nucleotideo polimoérfico; a CCAAT box; na posigao 1022, o
inicio da transcricao; na posigao 1146, o codao de iniciacdo da sintese da proteina, atg.

dos com Texas Red isotiocianato (TRITC). As ima-
gens foram obtidas por microscopia confocal usando
um sistema Bio-Rad MRC-600.

A presenca de células cancerigenas e normais
foram confirmadas por andlise histolégica, realizada
no Laboratério de Anatomia Patoldégica Cedap de
Coimbra.

Analise da proteina por Western Blotting
Pequenos fragmentos de prostata humana foram
homogeneizados em tampéao Tris 5 mM, EDTA 5 mM,
EGTA 5 mM, NaCl 190 mM, pH 8,0. As proteinas solu-
veis foram removidas por centrifugacdo a 100 000
rpm, durante 30 minutos e o sedimento foi ressus-
penso em tampao de lise NaCl 190 mM, Tris-HCI
50 mM, EDTA 6 mM, 2,5% Triton X-100, 0,2% SDS
contendo uma mistura de inibidores de proteases,
2mM PMSF, 10 mM iodacetamida, NaF 50 mM, Na3
VO4 500 mM. As amostras foram em seguida des-
naturadas por incubacao em tampao de Laemmli du-
rante 30 minutos, a 37° e separadas por SDS-PAGE.

A presenca de E-caderina foi avaliada por western
blott, apds transferéncia das proteinas para uma
membrana de PVDF, e marcada com anticorpos
monoclonais contra a E-caderina, obtidos da Sig-
ma (St. Louis, MO, USA). A intensidade das bandas,
apds o blotting, foi determinada por digitalizagao
dos filmes por varrimento laser (Microtek, ArtixScan
1800f).

Analise estatistica

A significancia da distribuicdo genotipica, nos
dois grupos, foi calculada usando o teste de X* com 2
graus de liberdade, utilizando o software SPSS, ver-
sao 11.1. As diferencas foram consideradas significa-
tivas quando p< 0,05. O risco especifico ligado ao
genotipo foi estimado utilizando o odds ratios, com
limites de confiangca 95%. Quer as frequéncias aléli-
cas quer as genotipicas estao em equilibrio de Hardy-
-Weinberg, que foram testadas com o teste de X* com
1 grau de liberdade, considerando as diferencas sig-
nificativas quando p< 0,05.
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Tabela I: Frequéncias genotipicas e alélicas, do polimorfismo C/A -160 no promotor do gene

da E-caderina.

Doentes Normais
(n=61) (n=96) Teste X* p
Média de idades (Média = d.p.) 69,6 + 8,1 80 + 14,8
Genoétipo (%)
AA 2 (3,3 14 (14,6)
AC 30 (49,2) 28 (29,2) 9,257 0,010
CcC 29 (47,5) 54 (56,3)
Frequ. Alélica (%)
A 29 29

Resultados e Discussao

Como tem sido referido, o cancro € um processo
de evolugdo longa, cuja manifestacao clinica, nor-
malmente, é tardia e a sua deteccéao é feita com base
no diagndstico histolégico. Mas, o avanco da Biolo-
gia Molecular e a introdugéao de novas técnicas nesta
area, comegam a permitir fazer um diagnéstico mole-
cular com identificagcao precoce do risco para desen-
volver a doenca. Este avanco na ciéncia reveste-se
de grande importancia, quando ja estdo identificadas
mutacdes em genes implicados na proliferagcao celu-
lar. O cancro da préstata € uma patologia que se
manifesta, geralmente, a partir dos 50/55 anos, o que
parece desmotivar um pouco o interesse dos inves-
tigadores. No entanto, nos Ultimos anos, a investi-
gacao tem-se centrado na procura de marcadores
precoces do cancro da préstata ja identificados em
outros cancros, nomeadamente em cancros epite-
liais. Um estudo desenvolvido numa outra populacao
demonstrou a associacao entre o risco de cancro da
préstata e o polimorfismo —160 C/A no promotor do
gene da E-caderina (Verhage et al., 2002). Assim,
com base nestes resultados fomos analisar se o
polimorfismo —160 C/A no promotor do gene da E-
-caderina pode conferir um aumento do risco de
cancro da prostata na populagéo portuguesa. Para
isso foi estudada a frequéncia deste polimorfismo em
61 individuos com cancro da préstata e em 96 indi-
viduos considerados normais, cujos resultados estao
registados na Tabela I. A andlise genotipica destes
individuos foi realizada usando duas enzimas de
restricdo, na digestdo de fragmentos de 190 pb,
amplificados por PCR, sendo que a enzima BstE2

cliva o fragmento com alelo C e a enzima Hinc Il cliva
o fragmento com alelo A (Fig.14). Os dois grupos
considerados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg
(teste de X% 1 grau de liberdade).

As frequéncias dos gendtipos CC, AC e AA para
a populacao doente, em estudo, foram de 47,5, 49,2
e 3,3 respectivamente. As frequéncias dos controlos
foram de 56,3, 29,2 e 14,6 respectivamente, que
diferem significativamente dos valores dos doentes
(p = 0,010), sugerindo uma associagao entre o poli-
morfismo C/A —160 pb do promotor do gene da E-
-caderina e o aumento de risco de adenocarcinoma
da préstata, no grupo de portugueses estudados,
que fazem parte da populagdo da Zona Centro do
pais.

A frequéncia no gendtipo AA foi mais elevada nos
controlos do que nos doentes (14,6 % vs 3,3%), o que
esta de acordo com os resultados de Verhage (2002)
e Jonsson (2004). No entanto, Hajdinjak (2004), num
estudo realizado na populagédo eslovéna, encontrou
maior frequéncia deste gendtipo nos doentes, sendo
uma diferenca significativa nos doentes com menos
de 70 anos, comparada com os normais (15,9% vs
7,4%). E de referir que os doentes homozigoticos AA,
do nosso estudo, tém uma média de idade superior
aos outros dois gendtipos, CC e AC, respectivamente
79,0, 69,1 e 69,4. Afrequéncia do alelo A nos doentes
e controlos foi semelhant (0,29 ,p n.s.) mas mais
baixa do que a frequéncia apresentada por outros
autores, Li et al (2000), que foram 0,54 e 0,39, respec-
tivamente para casos e controlos. Um estudo desen-
volvido por Verhage (2002) apresenta frequéncias de
0,39 para casos e 0,25 para controlos numa popu-
lacao de 82 e 188 respectivamente. Jonsson (2004),
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Fig. 6: Andlise em gel de agarose, do polimorfismo
C/A -160 no promotor da E-caderina,

P: Padrao

A: Gendtipo AA; B: Gendtipo CC; C: Gendtipo AC
1: digestao com Hinc Il

2: digestao com BstE2

num estudo realizado numa populacéo sueca, apre-
senta 0,289 e 0,281, respectivamente para casos e
controlos, e Hajdinjak (2004), numa populacgéao eslo-
vena, apresenta 0,31 e 0,26. As frequéncias encon-
tradas no nosso estudo estdo de acordo com estes
estudos referenciados, o0 que seria de esperar visto
serem populacdes Caucasianas.

ATabelall apresenta o odds ratio relativo ao geno-
tipo e ao tipo de alelos do polimorfismo. Verificamos
que o gendtipo AA apresenta um risco de 0,27 vezes
menor (95% IC 0,057 — 1,25) para cancro da prostata,
comparado com o genétipo CC, sendo o risco do
genodtipo CA de 1,99 vezes maior (95% IC 1,00 — 3,96)
do que o gendtipo CC, embora néo estatisticamente
significativo. O risco de cancro para os portadores do
alelo A (AA e AC) é de 1,42 (95% IC 0,75 - 2,7), valor
mais baixo do que o referido por Verhage (2002),
(OR=3,6, 95% CI 2.0-6.4). Jonsson (2004) nao en-
controu associacao significativa entre o alelo A e can-
cro esporadico (OR=1,0; 95% Cl=0,8-1,2) ou familiar
(OR=1,4; 95%CI=0,9 — 2,2), contrariamente ao nos-
so estudo e ao resultado apresentado por Verhage
em que se verificam frequéncias estatisticamente
diferentes entre casos e controlos. Por outro lado, o
risco de cancro hereditario estd aumentado no genoé-
tipo AC (OR=1,7;95%Cl=1,0-2,7) e particularmente
nos homozigéticos AA (OR=2,6;95%CI 1,4 -4,9). Os

nossos resultados estdo de acordo com os estudos
referidos, confirmando o polimorfismo C/A —160 no
promotor da E-caderina como um novo factor de ris-
co para o cancro da préstata, confirmando um maior
risco do genétipo AC. No que se refere aos homo-
zigoticos AA, o nosso estudo, tal como o de Jonsson,
nao encontrou um risco aumentado neste genotipo.
No nosso estudo a doenga manifestou-se mais tarde
nos homozigéticos AA (média de idades 79 + 2,8),
quando comparamos este grupo com o genétipo CC
e AC, (médias de idades respectivamente 69,1 = 7,7
€ 69,4 + 8,4), como indicado na Tabela Ill. De acordo
com estes resultados e com Wu et al.,( 2002), e os
restantes estudos, o gendtipo AA parece ser um fac-
tor de proteccao contra o adenocarcinoma da prés-
tata, na populacao portuguesa. Todos os doentes do
nosso estudo tinham um diagndstico de adenocarci-
noma da proéstata efectuado dois anos antes e nao
temos conhecimento de histéria familiar ou heredita-
ria. Porém, Verhage analisou doentes com cancro da
prostata esporadico e familiar e ndo encontrou dife-
rencas nas frequéncias deste polimorfismo, tal como
Jonsson, que, encontrou sim um risco significativa-
mente aumentado no cancro hereditario entre hete-
rozigéticos. As diferengas encontradas nos varios
estudos também poderao ser devidas, pelo menos
em parte, a diferente selecgao de casos e controlos

Tabela Il - Gendtipo e odds ratio (95% 1.C.) dos doentes
com adenocarcinoma da prostata.

Genétipo Doentes

OR (95% IC)
AA 0,266 (0,0565 a 1,2518)
AC 1,995 (1,006 a 3,9568)
CC (referéncia) 1,00
AAe AC 1,4187 (0,745 a 2,70)
CC (referéncia) 1,00

Tabela 11l - Gendtipos e médias de idades do grupo de
doentes

Genoétipo Doentes
Freqiiéncia  Média Desvio padrao
AA 2 79,00 2,8
AC 30 69,43 8,4
CcC 29 69,14 7,7
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Relagao entre genétipos e score de Gleason Relagao entre gendtipos e PSA
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Graduacao de Gleason

1: score 2-4; 2: score 5-7; 3: score 8-10

Fig.7: Distribuicao dos gendtipos, dos doentes, de acordo
com o sistema de graduacao de Gleason, considerando:
1: score 2-4, tumor com células bem diferenciadas; 2:
score 5-7, tumor com células moderadamente
diferenciadas; 3: score 8-10, tumor com células
fracamente diferenciadas. O score de Gleason representa
a soma dos dois graus mais frequentes no tecido
analisado.

ou devida a coexisténcia de alteragcbes genéticas
desconhecidas com baixa penetrancia nas familias, o
que esta de acordo com a teoria de Gong, (2002),
que multiplos genes com baixa penetrancia podem
ser responsaveis por muitos cancros prostaticos her-
dados. Comum a todos os estudos é o facto do poli-
morfismo em causa poder ser considerado como um
factor derisco no cancro da préstata.

Gendétipos e sua relacao com a graduacao de
Gleason e Antigénio Especifico da Prostata
Tentamos também estabelecer uma relagao entre
os genotipos e a graduacao de Gleason e gendtipos
e valores de PSA, cujos valores foram determinados
no Laboratério do Instituto Portugués de Oncologia
de Coimbra e estao expressos nas figuras 7 e 8, res-
pectivamente. Na figura 7, consideramos trés gru-
pos, que correspondem a trés estadios de diferencia-
cao celular e fazendo a sua andlise verificamos que
no intervalo 2-4 da graduacdo de Gleason, que
corresponde a um adenocarcinoma com células bem
diferenciadas, ha uma frequéncia maior do gendtipo
CC, como seria de esperar, visto apresentar um me-
nor risco de cancro da préstata, como discutimos
anteriormente. No segundo grupo que inclui o inter-
valo 5-7 e corresponde a células moderadamente
diferenciadas, verificamos uma elevada frequéncia

1 2 3 4
PSA ng/ml

1: (4:10); 2: (11-20); 3: (21-40); 4: (40+)

Fig.8: Relacao entre gendtipos e PSA, considerando
quatro grupos de valores de PSA;
1: 4-10ng/ml; 2: 11-20ng/ml; 3: 21-40ng/ml; 4: > 40ng/ml

do gendtipo AC, levando-nos a especular sobre a
associacao entre o genétipo AC e maior risco para
desenvolver cancro da prostata. No terceiro grupo
verifica-se igual frequéncia dos dois gendtipos. De
notar que o genodtipo AA apresenta, apenas, dois
casos com graus 4 e 5, incluido um no primeiro
intervalo considerado e outro no segundo.

Hajdinjak (2004) ndo encontrou qualquer asso-
ciacao entre o polimorfismo e o grau de Gleason.

Na figura 8 consideramos quatro intervalos de
valores de PSA e verificamos que no intervalo de 4
—10 ng/ml de PSA, o gendtipo CC € o que apresenta
maior frequéncia; nos grupos 2 e 3 aumenta a fre-
quéncia do gendtipo AC e no quarto grupo verifi-
camos igualdade das frequéncias de AC e CC, que
nos permite continuar a especular sobre a asso-
ciacao do genotipo AC e cancro da prostata.

Imunofluorescéncia — Com o objectivo de avaliar
se a mutacao na zona do promotor estava associada
a uma alteracdo na distribuicao subcelular da E-
caderina, realizamos estudos de imunofluorescéncia
em cortes histolégicos de amostras de tecido pros-
tatico, do mesmo doente, contendo células normais e
células tumorais. Para isso usamos anticorpos diri-
gidos contra a E-caderina e a localizacao da proteina
no tecido determinada por microscopia confocal. O
estudo foi feito a partir de fragmentos de préstata
humana, obtidos por prostatectomia radical, de pac-
ientes com genotipo CC e CA. Os resultados estao
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Controlo

Controlo

Tumor

Fig.9: Imunofluorescéncia do Gendtipo CC. Marcacao das
membranas com Ac anti-E caderina

expressos nas Figs. 9 e 10, correspondendo respec-
tivamente ao genoétipo CC e AC e podemos verificar
que, nas células normais, e tal como esperado, a
maioria da E-caderina se encontra na membrana
plasmatica, na zona de contacto entre as células. No
entanto, nas células tumorais verifica-se uma dimi-
nuicao do sinal de fluorescéncia na membrana plas-
matica, comparada com as células controlo, o que
sugere uma diminuicdo da quantidade de proteina
na membrana, contribuindo para o enfraquecimento
das ligacoes intercelulares. Este resultado esta de
acordo com os estudos feitos por outros autores
(Frixen et al.,1991 e Dunsmuir et al., 2000) que asso-
ciam aberracdes na E-caderina com degeneracédo
maligna do epitélio prostatico, metastases e fraco
prognostico. Umbas (1992) refere uma correlagcao
entre alto grau de tumor prostético e diminuicido ou
auséncia da expressao de E-caderina que vem con-
firmar os nossos resultados. Num outro estudo Li
(2000) mostrou que o alelo A diminuia a eficiéncia
transcricional entre 10 e 68%, comparada com o alelo
C, possivelmente porque o alelo C tem uma ligacao
mais forte ao factor de transcricao do que o alelo A.

Fig.10: Imunofluorescéncia do Genoétipo CA.Marcagao
das membranas com Ac anti-E-caderina

Western Blot — Para confirmar os resultados obti-
dos por imunofluorescéncia, determinamos, tam-
bém, os niveis de E-Caderina na membrana plasma-
tica, por andlise de Western Blotting, utilizando um
anticorpo contra o dominio intracelular da E-cade-
rina, extremidadecarboxilica, cujo resultado esta
expresso na Fig. 11. Verifica-se a existéncia de uma
banda mais concentrada de E-caderina 120 na célula
normal e uma diminuigao na célula tumoral, quer no
gendtipo CC quer no gendtipo AC. Este resultado
é consistente com o obtido na anélise por imuno-
fluorescéncia.

O lobo esquerdo foi considerado como controlo,
quer na imunofluorescéncia quer no Western blot,

Normal Tumor

120Kd — == Gendtipo CC

120Kd —> — — Gendtipo CA

Fig.11: Andlise por Western blotting, em tecido normal e
tecido tumoral prostatico.
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dado nao terem sido detectadas células tumorais,
eliminando, assim, potenciais efeitos perturbadores
se comparassemos tecido normal e tumoral de pa-
cientes diferentes.

Todos os resultados nos levam a acreditar que
existe uma relagéo entre o polimorfismo —160 C/A e
cancro da prostata, havendo uma diminuicao dos
niveis da E-caderina nas células tumorais. Se obser-
varmos as bandas do Western blot verificamos que
os niveis da proteina estdo mais diminuidos no gené-
tipo AC.

Em conclusao, podemos observar que na popu-
lacao estudada, pertencente a Zona Centro, os resul-
tados mostram que o SNP C/A -160, no promotor do
gene da E-caderina, é um factor de risco para o
cancro da prostata, podendo ser um dado adicional
para identificacado precoce de individuos suscepti-
veis, facilitando uma intervencao atempada.

Perspectivas Futuras

Para completar o estudo realizado ao longo deste
trabalho seria de interesse, por um lado, alargar o
estudo a uma populacao mais geral, de modo a po-
dermos estreitar a relagdo genodtipo-susceptibilidade
de cancro da préstata, na populagao portuguesa. Por
outro lado seria interessante complementar o estudo
de imunofluorescéncia com individuos de gendtipo
AA.
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