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RESUMO
Tanto os androg&ecirc;nios quanto os estrog&ecirc;nios possuem um papel significativo na
pr&oacute;stata e s&atilde;o indispens&aacute;veis para o crescimento normal prost&aacute;tico. A enzima
aromatase catalisa a rea&ccedil;&atilde;o de convers&atilde;o de androg&ecirc;nios para estrog&ecirc;nios. O
papel dos estrog&ecirc;nios e seus receptores na etiologia e progress&atilde;o do c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata (CaP) e da hiperplasia prost&aacute;tica benigna (HPB) &eacute; muito pouco
compreendido.
Objetivo: Analisar a express&atilde;o do mRNA dos receptores de estrog&ecirc;nio ERα, ERβ2,
ERβ5 e da enzima aromatase. Analisar a express&atilde;o prot&eacute;ica do ERα e ERβ nos
grupos CaP e HPB.
M&eacute;todos: Tecidos prost&aacute;ticos oriundos de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata e de hiperplasia
prost&aacute;tica benigna foram submetidos &agrave; extra&ccedil;&atilde;o de RNA total com o reagente Trizol,
o RNA foi reversamente transcrito para cDNA e avaliado usando RT-PCR para a
express&atilde;o dos receptores de estrog&ecirc;nio α, β2, β5 e aromatase. A express&atilde;o
prot&eacute;ica de ERα e ERβ foi analisada por Western blot. Resultados: Compara&ccedil;&otilde;es
entre os tecidos hiperpl&aacute;sico e de carcinoma indicaram uma maior express&atilde;o do
mRNA ERα (P&lt;0,001) e da prote&iacute;na (P&lt;0,038) em amostras de c&acirc;ncer comparada a
HPB. A express&atilde;o do mRNA do ERβ5 foi significativamente aumentada nos tecidos
hiperpl&aacute;sicos comparada ao grupo c&acirc;ncer. A express&atilde;o do mRNA do ERβ2 e da
aromatase n&atilde;o foi diferente entre os grupos HPB e CaP. Nossos resultados tamb&eacute;m
mostraram que a express&atilde;o prot&eacute;ica do ERβ n&atilde;o foi diferente entre os grupos HPB e
CaP.
Conclus&otilde;es: O presente estudo indicou que a express&atilde;o prot&eacute;ica e g&ecirc;nica do ERα
e a express&atilde;o g&ecirc;nica do ERβ5 s&atilde;o diferentes entre os grupos sugerindo que o
aumento dos n&iacute;veis do ERα no CaP e do mRNA ERβ5 na HPB pode ser importante
na progress&atilde;o das doen&ccedil;as prost&aacute;ticas.
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Abstract
Both androgens and estrogens play a significant role in the prostate and are critical
for normal prostate growth. The aromatase enzyme catalyzes the reaction to
conversion of androgens to estrogens. The role of estrogen and its receptors in the
etiology and progression of prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia
(BPH) is poorly understood.
Objective: The purpose of this study was to evaluate the estrogen receptors ERα,
β2, β5 and aromatase enzyme mRNA expression and to investigate also the ERα
and ERβ protein expression in groups PCa and BPH.
Method: Total RNA of prostate cancer and benign prostatic hyperplasia tissues was
extracted from each sample by the Trizol method and cDNA was performed. ERα,
ERβ2, ERβ5 estrogen receptors and aromatase gene expression were quantified by
RT-PCR. ERα and ERβ protein expression was evaluated by Western blot.
Results: Comparisons of the hyperplastic and tumor prostate tissues indicated an
overexpression of ERα mRNA (P&lt;0,001) and protein (P&lt;0,038) in tumor specimens.
The mRNA expression of ERβ5 was significantly increased in hyperplastic tissues
compared to tumor group. The mRNA expression of ERβ2 and aromatase was not
different between BPH and PCa groups. Our results also showed that the protein
expression of ERβ was not different between BPH and PCa groups.
Conclusions: The present study indicated that gene and protein expression ERα
and gene expression ERβ5 are different between the groups suggesting that the ERα
increased levels in PCa and mRNA ERβ5 in BPH may be important in progression of
prostate diseases.
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1. INTRODU&Ccedil;&Atilde;O
1.1. Pr&oacute;stata
A pr&oacute;stata &eacute; uma gl&acirc;ndula que faz parte das gl&acirc;ndulas acess&oacute;rias do
sistema reprodutor masculino. Ela circunda a uretra logo abaixo da bexiga urin&aacute;ria e
&eacute; envolvida por uma c&aacute;psula espessa de tecido conjuntivo (MARIEB &amp; HOEHN,
2009). A fun&ccedil;&atilde;o da pr&oacute;stata &eacute; produzir o l&iacute;quido prost&aacute;tico que &eacute; &uacute;til para a
movimenta&ccedil;&atilde;o, nutri&ccedil;&atilde;o e preserva&ccedil;&atilde;o dos espermatoz&oacute;ides. O l&iacute;quido prost&aacute;tico
entra na uretra por diversos ductos, quando o m&uacute;sculo liso prost&aacute;tico se contrai
durante a ejacula&ccedil;&atilde;o. Essa secre&ccedil;&atilde;o responde por um ter&ccedil;o do volume do s&ecirc;men
(MARIEB &amp; HOEHN, 2009).
A gl&acirc;ndula prost&aacute;tica tem tr&ecirc;s zonas distintas (Figura 1): a zona central que
ocupa 25% do volume da gl&acirc;ndula, a zona perif&eacute;rica que ocupa 70% da gl&acirc;ndula e &eacute;
o local principal do c&acirc;ncer prost&aacute;tico e a zona de transi&ccedil;&atilde;o, onde se originam a
maioria das hiperplasias prost&aacute;ticas benignas (SIMPSON, 1997).
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Zona de
Transi&ccedil;&atilde;o
Zona Central
Estroma Fibromuscular Anterior
Zona Perif&eacute;rica
Figura 1. Localiza&ccedil;&atilde;o e anatomia da pr&oacute;stata. (Adaptado de Baylor College
Medicine, 1990).
1. 2. Hiperplasia Prost&aacute;tica Benigna (HPB)
A hiperplasia prost&aacute;tica benigna (HPB) consiste no crescimento excessivo do
tecido epitelial e fibromuscular da zona de transi&ccedil;&atilde;o da &aacute;rea periuretral da gl&acirc;ndula
prost&aacute;tica (McNEAL, 1990). A hiperplasia do estroma prost&aacute;tico e das c&eacute;lulas
epiteliais resulta na forma&ccedil;&atilde;o de n&oacute;dulos grandes e relativamente n&iacute;tidos nesta
regi&atilde;o (COTRAN et al., 2005).
A HPB &eacute; uma altera&ccedil;&atilde;o extremamente comum, principalmente, em homens
com mais de 50 anos de idade (FOSTER, 2000). N&atilde;o existem estimativas precisas
da sua preval&ecirc;ncia porque n&atilde;o h&aacute; uniformidade nos crit&eacute;rios de diagn&oacute;stico da
doen&ccedil;a (NEUHOUSER et al., 2004). Evid&ecirc;ncias histol&oacute;gicas de hiperplasia
prost&aacute;tica benigna podem ser vistas em aproximadamente 20% dos homens de 40
anos de idade, esse n&uacute;mero aumenta para 70% aos 60 anos e para 90% aos 70
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anos. Entretanto, n&atilde;o h&aacute; correla&ccedil;&atilde;o direta, entre as altera&ccedil;&otilde;es histol&oacute;gicas e os
sintomas cl&iacute;nicos (BARRY &amp; ROEHRBORN, 2001).
Dados da Associa&ccedil;&atilde;o Europ&eacute;ia de Urologia mostram que a hiperplasia
prost&aacute;tica benigna possui preval&ecirc;ncia semelhante &agrave; hipertens&atilde;o e &agrave; diabetes na
popula&ccedil;&atilde;o de mesma faixa et&aacute;ria (CURKENDALL et al., 2000). Al&eacute;m disso, a
Associa&ccedil;&atilde;o Americana de Urologia possui informa&ccedil;&otilde;es que confirmam que
aproximadamente 50% dos homens entre 51 e 60 anos, e 90% dos acima de 80
anos, desenvolvem hiperplasia prost&aacute;tica benigna (http://www.urologyhealth.org/
search index. cfm? topic=173 &amp; search = benign,prostatic,hyperplasia,epidemiology
&amp; searchtype=or
acessado em 23/02/10). Dados a respeito da incid&ecirc;ncia de
hiperplasia prost&aacute;tica benigna na popula&ccedil;&atilde;o brasileira n&atilde;o est&atilde;o neste momento
dispon&iacute;veis.
Estudos epidemiol&oacute;gicos sobre a incid&ecirc;ncia da hiperplasia prost&aacute;tica benigna
mostram varia&ccedil;&otilde;es entre diferentes popula&ccedil;&otilde;es &eacute;tnicas e pa&iacute;ses. As taxas mais
baixas de incid&ecirc;ncia da HPB est&atilde;o entre os pa&iacute;ses asi&aacute;ticos (DENIS et al., 1999;
GRIFFITHS et al., 1998) e asi&aacute;tico-americanos (KANG et al., 2004). Por outro lado,
foram observadas taxas de incid&ecirc;ncia da HPB mais elevadas em popula&ccedil;&otilde;es
africanas (DAWAM et al., 2000). Visto que a popula&ccedil;&atilde;o brasileira apresenta
caracter&iacute;sticas &eacute;tnicas muito heterog&ecirc;neas, com grande grau de miscigena&ccedil;&atilde;o entre
os povos de origem europ&eacute;ia, africana e amer&iacute;ndia, a correla&ccedil;&atilde;o entre a presen&ccedil;a
da HPB e a ra&ccedil;a na popula&ccedil;&atilde;o brasileira se torna uma tarefa dif&iacute;cil.
Os sintomas da HPB, quando presentes, est&atilde;o relacionados a dois efeitos
secund&aacute;rios:
(1) compress&atilde;o da uretra com dificuldade &agrave; mic&ccedil;&atilde;o e (2) reten&ccedil;&atilde;o de urina na
bexiga com distens&atilde;o subseq&uuml;ente e hipertrofia da mesma, infec&ccedil;&atilde;o urin&aacute;ria e
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desenvolvimento de cistite e infec&ccedil;&otilde;es renais. Al&eacute;m do aumento prost&aacute;tico benigno
os sintomas podem ser classificados em obstrutivos, como dificuldade para iniciar e
esfor&ccedil;o para finalizar a mic&ccedil;&atilde;o, diminui&ccedil;&atilde;o da for&ccedil;a e do calibre do jato miccional,
gotejamento p&oacute;s-miccional e sensa&ccedil;&atilde;o de esvaziamento incompleto da bexiga e
sintomas irritativos, como urg&ecirc;ncia miccional, polaci&uacute;ria, noct&uacute;ria, hemat&uacute;ria e ardor
miccional (COTRAN et al., 2005).
Estudos sugerem que a HPB pode ocorrer devido a um aumento no
desequil&iacute;brio entre os fatores associados com o crescimento e a morte celular
(IACOPINO et al., 2006; LI et al., 2007).
Existem poucas d&uacute;vidas sobre a rela&ccedil;&atilde;o do crescimento da pr&oacute;stata e a a&ccedil;&atilde;o
de androg&ecirc;nios (via receptores de androg&ecirc;nio), o que ainda n&atilde;o est&aacute; bem claro &eacute;
como essa intera&ccedil;&atilde;o acontece (LEAV et al., 2001; DJAVAN et al., 2002; BAUMAN et
al., 2006). Essa a&ccedil;&atilde;o androg&ecirc;nica pode ser inibida ou potencializada pelos
estr&oacute;genios, por&eacute;m o mecanismo desse efeito aparentemente oposto, n&atilde;o est&aacute;
elucidado (ZHU et al.; 2005; BAUMAN et al., 2006).
1.3. C&acirc;ncer de Pr&oacute;stata
O c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (CaP) ou adenocarcinoma de pr&oacute;stata &eacute; a segunda
forma mais comum de c&acirc;ncer e a segunda maior causa de morte por c&acirc;ncer nos
Estados Unidos no sexo masculino (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009). O risco
de desenvolvimento da doen&ccedil;a &eacute; de 1 em cada 6 homens, e o risco de morte pela
doen&ccedil;a &eacute; de 1 em 30 (NELSON et al., 2003). A incid&ecirc;ncia do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata est&aacute;
aumentando, possivelmente, decorrente &agrave; maior expectativa de vida dos homens
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(GR&Ouml;NBERG, 2003) e pela melhoria nas t&eacute;cnicas diagn&oacute;sticas, especialmente com
a an&aacute;lise do ant&iacute;geno prost&aacute;tico especifico (PSA) (HANKEY et al., 1999).
Em valores absolutos, o c&acirc;ncer de pr&oacute;stata &eacute; o sexto tipo mais comum no
mundo e o mais prevalente em homens, representando cerca de 10% do total de
c&acirc;nceres. Sua taxa de incid&ecirc;ncia &eacute; cerca de seis vezes maior nos pa&iacute;ses
desenvolvidos em compara&ccedil;&atilde;o aos pa&iacute;ses em desenvolvimento (CARRUBA, 2006).
No Brasil, o c&acirc;ncer de pr&oacute;stata &eacute; o segundo mais comum entre os homens
ficando atr&aacute;s apenas do c&acirc;ncer de pele n&atilde;o-melanoma. Segundo dados do INCA, o
n&uacute;mero de mortes no Brasil em 2007 foi 11.478. Dados mais recentes ainda n&atilde;o
est&atilde;o dispon&iacute;veis, por&eacute;m o n&uacute;mero de casos novos de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata estimados
no Brasil, para 2010, &eacute; de 52.350 (INCA, 2010).
Na Regi&atilde;o Centro-Oeste o c&acirc;ncer de pr&oacute;stata &eacute; o mais prevalente entre os
homens (48/100.000 homens). Sem considerar os tumores de pele n&atilde;o melanoma, &eacute;
o mais freq&uuml;ente nas regi&otilde;es Sul (69/100.000 homens), Sudeste (62/100.000
homens), Nordeste (44/100.000 homens) e Norte (24/100.000 homens). Estimativas
da incid&ecirc;ncia de novos casos de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata para o ano de 2010 no Rio
Grande do Sul e Porto Alegre s&atilde;o mostradas na Tabela 1 juntamente com a
estimativa para 2010 de outros tipos de c&acirc;ncer que ocorrem com mais freq&uuml;&ecirc;ncia
em homens.
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Tabela 1. Estimativas para o ano de 2010 para o Rio Grande do Sul das taxas brutas de
incid&ecirc;ncia de c&acirc;ncer por 100 mil e do n&uacute;mero de casos novos por c&acirc;ncer, em homens,
segundo localiza&ccedil;&atilde;o prim&aacute;ria (Adaptado de INCA, 2010).
Pouco se sabe sobre as causas do c&acirc;ncer prost&aacute;tico. Todavia, v&aacute;rios fatores
de risco est&atilde;o envolvidos, tais como: etnia, idade, hist&oacute;ria familiar, n&iacute;veis hormonais
e influ&ecirc;ncias ambientais (YIP et al., 1999; BOYLE et al., 2003; GR&Ouml;NBERG, 2003;
NELSON et al., 2003).
A incid&ecirc;ncia do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata varia muito entre diferentes popula&ccedil;&otilde;es
&eacute;tnicas e pa&iacute;ses. As taxas mais baixas est&atilde;o entre os pa&iacute;ses asi&aacute;ticos e as mais
altas na Am&eacute;rica do Norte e na Escandin&aacute;via (BENNETT et al., 2002; PLATZ et al.,
2000). Entretanto, h&aacute; um aumento gradual da percentagem desta doen&ccedil;a quando
pessoas que, apresentam uma baixa taxa de incid&ecirc;ncia, migram para locais de alta
incid&ecirc;ncia, refor&ccedil;ando a participa&ccedil;&atilde;o de influ&ecirc;ncias ambientais neste cen&aacute;rio
(NELSON et al., 2003).
A hereditariedade &eacute; um fator bastante importante na etiologia do c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata, j&aacute; que homens com familiares de primeiro grau acometidos desta doen&ccedil;a,
t&ecirc;m um risco duas vezes maior de desenvolv&ecirc;-la em rela&ccedil;&atilde;o &agrave;queles que n&atilde;o
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possuem esse hist&oacute;rico familiar. Esta chance pode aumentar em at&eacute; 11 vezes, se
existem 2 ou 3 membros da fam&iacute;lia acometidos. A probabilidade de um homem
apresentar c&acirc;ncer de pr&oacute;stata &eacute; maior se ele tiver um irm&atilde;o com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
do que se for o pai que apresentar a doen&ccedil;a (REITER &amp; KERNION, 2002).
Pacientes com doen&ccedil;a clinicamente localizada geralmente n&atilde;o apresentam
sintomas urin&aacute;rios. Por isso, a les&atilde;o &eacute; descoberta pelo achado de um n&oacute;dulo
suspeito ao exame retal ou por um n&iacute;vel de PSA elevado. A maioria dos c&acirc;nceres de
pr&oacute;stata aparece perifericamente, longe da uretra, portanto, os sintomas urin&aacute;rios
ocorrem tardiamente (COTRAN et al., 2005). Os androg&ecirc;nios e os estrog&ecirc;nios
parecem estar relacionados a estimula&ccedil;&atilde;o da prolifera&ccedil;&atilde;o de c&eacute;lulas em culturas de
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata, atrav&eacute;s de efeitos mediados por receptores (BONKHOFF et al.,
1999).
1.4. Estrog&ecirc;nios
Os estrog&ecirc;nios regulam o crescimento e a diferencia&ccedil;&atilde;o do sistema genital
al&eacute;m da fisiologia dos processos reprodutivos. Tamb&eacute;m t&ecirc;m influ&ecirc;ncia sobre
processos patol&oacute;gicos de c&acirc;nceres considerados horm&ocirc;nio-dependentes como o de
mama, endom&eacute;trio, pr&oacute;stata, ov&aacute;rio e tire&oacute;ide (CARRUBA, 2006).
Os estrog&ecirc;nios fazem parte de um grupo de compostos ester&oacute;ides que
funcionam como os principais horm&ocirc;nios sexuais femininos. Apesar dos estrog&ecirc;nios
estarem presentes em homens e mulheres, seus n&iacute;veis s&atilde;o significativamente,
maiores em mulheres na idade reprodutiva (CHEN et al., 2008).
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Pequenas quantidades de estrog&ecirc;nio s&atilde;o sintetizadas no sexo masculino
(cerca de um quinto da quantidade da mulher n&atilde;o-gr&aacute;vida), podendo ser recuperado
em quantidades razo&aacute;veis em amostras de urina (HESS, 2003).
A concentra&ccedil;&atilde;o de estrog&ecirc;nio no l&iacute;quido dos t&uacute;bulos semin&iacute;feros &eacute; muito alta
e, provavelmente, desempenha papel importante na espermog&ecirc;nese. O 17βestradiol (E2) &eacute; produzido nos tecidos perif&eacute;ricos e levado via plasma at&eacute; o sistema
reprodutor masculino. Ele &eacute; tamb&eacute;m sintetizado pelas c&eacute;lulas de Leydig (LC) no
interst&iacute;cio testicular, conforme esquematizado na Figura 2. A contribui&ccedil;&atilde;o do 17βestradiol dos test&iacute;culos para o plasma e da vasculatura para os test&iacute;culos &eacute;
desconhecida, mas presume-se que muito do 17β-estradiol presente na linfa possa
ser derivado das c&eacute;lulas de Leydig. Nos test&iacute;culos adultos, as c&eacute;lulas de Leydig e as
c&eacute;lulas germinativas (GC) possuem a enzima aromatase p450 que possui papel
chave na convers&atilde;o de androg&ecirc;nios em estrog&ecirc;nios. As c&eacute;lulas de Leydig podem
tamb&eacute;m contribuir para as concentra&ccedil;&otilde;es de E2 da rede de fluidos testiculares, mas
&eacute; mais aceit&aacute;vel que as c&eacute;lulas germinativas produzam o E2, fornecendo o
estrog&ecirc;nio que ser&aacute; alvo do ducto epitelial eferente (regi&atilde;o que cont&eacute;m a maior
concentra&ccedil;&atilde;o de receptores de estrog&ecirc;nio). Pouco se sabe da fun&ccedil;&atilde;o e dos alvos do
17β-estradiol no epid&iacute;dimo e nos vasos deferentes. Al&eacute;m disso, quantidades muito
maiores de estrog&ecirc;nio s&atilde;o formadas a partir da testosterona e do androstenediol no
sangue, provavelmente at&eacute; 80% da produ&ccedil;&atilde;o masculina total de estrog&ecirc;nio (HESS,
2003).
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Fontes e alvos de estrog&ecirc;nio
Test&iacute;culos
Ductos eferentes
Epid&iacute;dimo
Vasos
Plasma
Linfa
Figura 2. Fontes e alvos de estrog&ecirc;nio no sistema reprodutor masculino. (Adaptado de
Hess, 2003).
Os
estrog&ecirc;nios
provavelmente
possuem
uma
fun&ccedil;&atilde;o
dupla
no
desenvolvimento do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. Sua efici&ecirc;ncia terap&ecirc;utica em doen&ccedil;as
refrat&aacute;rias aos horm&ocirc;nios est&aacute; amplamente relacionada ao seu efeito supressivo na
libera&ccedil;&atilde;o de gonadotrofinas pela hip&oacute;fise reduzindo, desta forma, a produ&ccedil;&atilde;o dos
androg&ecirc;nios testiculares. Outro mecanismo sugerido &eacute; a participa&ccedil;&atilde;o dos
estrog&ecirc;nios no crescimento neopl&aacute;sico prost&aacute;tico por um processo mediado por
receptores de estrog&ecirc;nio (BONKHOFF et al., 1999).
Os estrog&ecirc;nios, atrav&eacute;s da intera&ccedil;&atilde;o com seus receptores, possuem papel
importante no controle do crescimento e da diferencia&ccedil;&atilde;o celular. O efeito dos
estrog&ecirc;nios no epit&eacute;lio da pr&oacute;stata continua desconhecido, embora os mesmos
tenham sido usados no tratamento do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata por causa do seu efeito de
inibi&ccedil;&atilde;o do crescimento. Entretanto, tanto pela sua toxicidade quanto pela sua baixa
taxa de resposta, o tratamento do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata com estrog&ecirc;nio n&atilde;o &eacute; mais
utilizado (SIGNORETTI &amp; LODA, 2001).
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Patologias da pr&oacute;stata est&atilde;o sendo relacionadas com os estrog&ecirc;nios. Tem
sido demonstrado, em diferentes esp&eacute;cies, que os estrog&ecirc;nios em sinergismo com
os androg&ecirc;nios, induzem a hiperplasia glandular, a displasia e o c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
(NILSSON &amp; GUSTAFSSON, 2000).
Em homens, o balan&ccedil;o dos n&iacute;veis sist&ecirc;micos de androg&ecirc;nios e estrog&ecirc;nios &eacute;
alterado significativamente com a idade. Ocorre decl&iacute;nio dos n&iacute;veis plasm&aacute;ticos de
androg&ecirc;nios, enquanto os n&iacute;veis de estrog&ecirc;nio permanecem relativamente
constantes ou aumentados. Isto leva &agrave; diminui&ccedil;&atilde;o da raz&atilde;o androg&ecirc;nio/estrog&ecirc;nio
com a idade, sugerindo que os estrog&ecirc;nios podem tamb&eacute;m ter um papel no
desenvolvimento do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (CARRUBA, 2006).
As mudan&ccedil;as nas concentra&ccedil;&otilde;es s&eacute;ricas de ester&oacute;ides sexuais vistas em
homens com idade mais avan&ccedil;ada podem promover doen&ccedil;as da pr&oacute;stata. Estudos
com c&eacute;lulas prost&aacute;ticas de estroma normais apresentaram um est&iacute;mulo na
prolifera&ccedil;&atilde;o das mesmas por um aumento na rela&ccedil;&atilde;o estrog&ecirc;nio/androg&ecirc;nio e na
administra&ccedil;&atilde;o dos ester&oacute;ides separadamente. Experimentos com linhagem de
c&eacute;lulas de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata mostraram aumento na prolifera&ccedil;&atilde;o destas com
ambos os ester&oacute;ides, mas a altera&ccedil;&atilde;o na rela&ccedil;&atilde;o estrog&ecirc;nio/androg&ecirc;nio n&atilde;o teve
efeito adicional (KING et al., 2006). Por&eacute;m, at&eacute; o momento, evid&ecirc;ncias cl&iacute;nicas
relacionando o aumento dos n&iacute;veis de estrog&ecirc;nio no soro ou um aumento na rela&ccedil;&atilde;o
estrog&ecirc;nio/androg&ecirc;nio com risco elevado de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata permanecem
inconclusivas, tornando necess&aacute;rios mais estudos sobre esse assunto.
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1.4.1. Mecanismo de a&ccedil;&atilde;o dos estrog&ecirc;nios
O mais potente estrog&ecirc;nio produzido no corpo &eacute; o 17β-estradiol (E2). A
atividade estrog&ecirc;nica &eacute; mediada pela intera&ccedil;&atilde;o entre os receptores de estrog&ecirc;nio
(ERs) e o horm&ocirc;nio, com subseq&uuml;ente ativa&ccedil;&atilde;o dos receptores. Dados da literatura
mostraram o efeito direto do estrog&ecirc;nio, por media&ccedil;&atilde;o dos seus receptores, em
alvos moleculares espec&iacute;ficos em cultura de c&eacute;lulas humanas de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
(TAKAHASHI et al., 2007).
O 17β-estradiol representa outro importante ligante natural para os receptores
de androg&ecirc;nio (AR) e pode ter um papel essencial na fun&ccedil;&atilde;o do AR e no
desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino (YEH et al., 1998).
Os estrog&ecirc;nios induzem mudan&ccedil;as celulares atrav&eacute;s de v&aacute;rios mecanismos
diferentes. No mecanismo “cl&aacute;ssico” ou “gen&ocirc;mico” de a&ccedil;&atilde;o do estrog&ecirc;nio, este
difunde-se para dentro da c&eacute;lula e liga-se ao ER que est&aacute; localizado no n&uacute;cleo. Este
complexo nuclear estrog&ecirc;nio-ER liga-se aos elementos responsivos ao estrog&ecirc;nio,
direta ou indiretamente, atrav&eacute;s de intera&ccedil;&otilde;es prote&iacute;na-prote&iacute;na com a prote&iacute;na
ativadora 1 (AP1) ou em locais SP1 nas regi&otilde;es promotoras de genes responsivos
ao estrog&ecirc;nio. Esse processo resulta no recrutamento de prote&iacute;nas co-reguladoras
(co-ativadoras ou co-repressoras) para promover a resposta fisiol&oacute;gica (atrav&eacute;s do
aumento ou diminui&ccedil;&atilde;o dos n&iacute;veis de mRNA que est&atilde;o associados &agrave; produ&ccedil;&atilde;o de
prote&iacute;nas). Esse mecanismo tipicamente ocorre em algumas horas.
Outro mecanismo de a&ccedil;&atilde;o dos estrog&ecirc;nios em que os mesmos podem agir
mais rapidamente (dentro de segundos ou minutos) &eacute; o chamado mecanismo “n&atilde;o
gen&ocirc;mico”. A a&ccedil;&atilde;o ocorre atrav&eacute;s do ER localizado na membrana plasm&aacute;tica ou
atrav&eacute;s de outros receptores de estrog&ecirc;nio fora da membrana plasm&aacute;tica
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associados a prote&iacute;nas ligadoras ao estrog&ecirc;nio, resultando na resposta celular tal
como o aumento dos n&iacute;veis de Ca2+ ou NO e a ativa&ccedil;&atilde;o de cinases. O ER pode ser
alvo na membrana plasm&aacute;tica de prote&iacute;nas adaptadoras como a caveolina (DEROO
&amp; KORACH, 2006).
A Figura 3, resume os diferentes mecanismos de a&ccedil;&atilde;o dos estrog&ecirc;nios
conforme descrito a seguir :
(i) o estrog&ecirc;nio ou outro modulador seletivo do receptor de estrog&ecirc;nio (SERM) liga
ao receptor de estrog&ecirc;nio (ER), um fator de transcri&ccedil;&atilde;o ativado por ligante que
regula a transcri&ccedil;&atilde;o de genes alvos no n&uacute;cleo pela intera&ccedil;&atilde;o com o elemento
responsivo ao estrog&ecirc;nio (ERE), que corresponde a uma seq&uuml;&ecirc;ncia regulat&oacute;ria nos
genes alvos e com prote&iacute;nas co-reguladoras recrutadas (CoRegs) tais como coativadores;
(ii) o efeito r&aacute;pido ou “n&atilde;o-gen&ocirc;mico” dos estrog&ecirc;nios pode tamb&eacute;m ocorrer atrav&eacute;s
do ER localizado na membrana plasm&aacute;tica ou adjacente que pode requerer a
presen&ccedil;a de prote&iacute;nas “adaptadoras”, que direcionam o ER para a membrana. A
ativa&ccedil;&atilde;o do ER de membrana leva a uma r&aacute;pida mudan&ccedil;a na sinaliza&ccedil;&atilde;o de
mol&eacute;culas celulares e a uma estimula&ccedil;&atilde;o da atividade cinase que pode afetar a
transcri&ccedil;&atilde;o g&ecirc;nica;
(iii) por &uacute;ltimo, outras prote&iacute;nas n&atilde;o-ER ligantes ao estrog&ecirc;nio associadas &agrave;
membrana (EBPs) podem tamb&eacute;m disparar uma resposta intracelular (DEROO &amp;
KORACH, 2006).
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Figura 3. Modelos de a&ccedil;&atilde;o dos estrog&ecirc;nios (Adaptada de Deroo &amp; Korach, 2006).
1.4.2. Receptor de estrog&ecirc;nio (ER)
Os receptores de estrog&ecirc;nio pertencem &agrave; fam&iacute;lia de receptores nucleares que
funcionam como fatores de transcri&ccedil;&atilde;o. A sinaliza&ccedil;&atilde;o dependente da liga&ccedil;&atilde;o do
estrog&ecirc;nio come&ccedil;a com a liga&ccedil;&atilde;o deste ao receptor. No entanto, a resposta
transcricional celular espec&iacute;fica ao estrog&ecirc;nio depende de m&uacute;ltiplos fatores. O fator
mais imediato inicia a composi&ccedil;&atilde;o de prote&iacute;nas co-reguladoras em uma determinada
c&eacute;lula e as caracter&iacute;sticas de promotores de genes responsivos ao estrog&ecirc;nio.
Mesmo que os horm&ocirc;nios sejam moduladores da transcri&ccedil;&atilde;o, o padr&atilde;o de
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modula&ccedil;&atilde;o de genes depende tamb&eacute;m de que outras vias sinalizadoras sejam ativas
na c&eacute;lula no momento da exposi&ccedil;&atilde;o ao horm&ocirc;nio (HELDRING et al., 2007).
Foram descritos dois receptores de estrog&ecirc;nio, o receptor de estrog&ecirc;nio α
(ERα) e o receptor de estrog&ecirc;nio β (ERβ). Embora ambos os receptores tenham
igual afinidade de liga&ccedil;&atilde;o com o 17β-estradiol, outras subst&acirc;ncias, como
fitoestrog&ecirc;nios e moduladores seletivos de receptores de estrog&ecirc;nio (SERMs),
podem ligar-se ao ERα e ao ERβ seletivamente (SIGNORETTI &amp; LODA, 2001).
ERα e ERβ (Figura 4) s&atilde;o codificados por genes separados, ESR1 e ESR2,
respectivamente, que s&atilde;o encontrados em diferentes cromossomos. O gene para o
Erα est&aacute; localizado no locus cromossomal 6q25.1 e o ERβ est&aacute; na posi&ccedil;&atilde;o 14q22-24
(KOEHLER et al., 2005).
Figura 4. Representa&ccedil;&atilde;o esquem&aacute;tica dos receptores de estrog&ecirc;nio (Adaptado de Bardin et
al., 2004).
ERα e ERβ s&atilde;o classificados como receptores nucleares do tipo I e acreditase possu&iacute;rem propriedades comuns a todos os tipos de receptores nucleares do tipo
I. Essa classifica&ccedil;&atilde;o deve-se ao fato de que ambos s&atilde;o encontrados no citosol e
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fazem transloca&ccedil;&atilde;o nuclear depois da liga&ccedil;&atilde;o com o ligante. Eles formam
homod&iacute;meros e ligam a elementos responsivos de mesma origem, que consistem de
uma repeti&ccedil;&atilde;o palindr&ocirc;mica (LEUNG et al., 2006). Ambos ERs possuem isoformas
conforme esquematizado na Figura 5.
Figura 5. Isoformas dos receptores de estrog&ecirc;nio (Adaptada de Heldring et al, 2007).
O compartimento de diferencia&ccedil;&atilde;o do epit&eacute;lio prost&aacute;tico (c&eacute;lulas luminais
secretoras) expressa altos n&iacute;veis de ERβ, enquanto o Erα (Figura 6) &eacute; restrito ao
compartimento de prolifera&ccedil;&atilde;o (c&eacute;lulas basais). Em altos graus de neoplasia
intraepitelial prost&aacute;tica, a express&atilde;o do gene ERα se estende &agrave;s c&eacute;lulas luminais e
isso pode mediar os efeitos carcinog&ecirc;nicos dos estrog&ecirc;nios no epit&eacute;lio displ&aacute;sico.
Independentemente do grau e do est&aacute;gio, o c&acirc;ncer de pr&oacute;stata mant&eacute;m grande
express&atilde;o de ERβ, o que &eacute; parcialmente perdido nos est&aacute;gios insens&iacute;veis ao
androg&ecirc;nio da doen&ccedil;a (BONKHOFF &amp; FIXEMER, 2005).
Foi observada alta incid&ecirc;ncia de express&atilde;o do mRNA do ERβ em tecidos de
c&acirc;ncer prost&aacute;tico n&atilde;o-tratados. Al&eacute;m disso, a aus&ecirc;ncia da express&atilde;o do mRNA do
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ERα e a presen&ccedil;a da express&atilde;o de mRNA ERβ em c&eacute;lulas de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
horm&ocirc;nio-independentes e/ou n&atilde;o-tratadas levam &agrave; especula&ccedil;&atilde;o de um mecanismo
horm&ocirc;nio refrat&aacute;rio caracterizando o c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (ITO et al., 2001). O
aumento da express&atilde;o do receptor nuclear α relacionado ao estrog&ecirc;nio (ERRα) &eacute;
um progn&oacute;stico negativo no c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (FUJIMURA et al., 2007).
V&aacute;rios experimentos indicam que as isoformas do ERβ podem modular de
forma diferente a sinaliza&ccedil;&atilde;o estrog&ecirc;nica, e como conseq&uuml;&ecirc;ncia, influenciar nos
alvos de regula&ccedil;&atilde;o do gene (MATTHEWS &amp; GUSTAFSSON, 2003; LEUNG et al.,
2006).
O risco de desenvolvimento de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata tem sido associado com
um nucleot&iacute;deo polim&oacute;rfico &uacute;nico (SNP) rs2987983, localizado na regi&atilde;o promotora
do gene ERβ, refor&ccedil;ando a hip&oacute;tese de que a varia&ccedil;&atilde;o na seq&uuml;&ecirc;ncia da regi&atilde;o
promotora do ERβ &eacute; importante para o risco de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (THELLENBERGKARLSSON et al., 2006).
Prolifera&ccedil;&atilde;o
Malignidade
Inflama&ccedil;&atilde;o
Figura 6. ER-α media as a&ccedil;&otilde;es adversas do estrog&ecirc;nio na pr&oacute;stata. Androg&ecirc;nios
s&atilde;o metabolizados em estrog&ecirc;nios localmente dentro da pr&oacute;stata pela enzima aromatase
(1); o estrog&ecirc;nio formado sinaliza via ER-α, localizado e expresso dentro do epit&eacute;lio e do
estroma glandular (2) ER-α subseq&uuml;entemente exerce efeitos adversos sobre a pr&oacute;stata
especificamente prolifera&ccedil;&atilde;o anormal, inflama&ccedil;&atilde;o e malignidade (3); a indu&ccedil;&atilde;o da
inflama&ccedil;&atilde;o pelo ER-α pode, tamb&eacute;m, promover o desenvolvimento da malignidade (4) bem
como, estimular a express&atilde;o da aromatase que est&aacute; alterada na malignidade e pode ser
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induzida por citocinas inflamat&oacute;rias (5), estimulando um ciclo de atividade. (Adaptado de
Ellem &amp; Risbridger, 2009).
Muta&ccedil;&otilde;es pontuais em ERα e ERβ n&atilde;o s&atilde;o necess&aacute;rias para que ocorra o
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata metast&aacute;tico. Altera&ccedil;&otilde;es em diferentes &aacute;reas dos genes dos
receptores
de
estrog&ecirc;nio
s&atilde;o
mais
freq&uuml;entemente
encontradas.
Esses
polimorfismos fazem parte de muitas influ&ecirc;ncias gen&eacute;ticas que acumuladas
contribuem para o risco do desenvolvimento de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (BERGNER et
al., 2007).
As fun&ccedil;&otilde;es propostas do ERβ (Figura 7) incluem a&ccedil;&atilde;o antiproliferativa,
regula&ccedil;&atilde;o da apoptose celular, controle gen&eacute;tico da express&atilde;o antioxidante,
modula&ccedil;&atilde;o da resposta imune e do comportamento relacionado &agrave; ansiedade e do
risco de insufici&ecirc;ncia card&iacute;aca (IMAMOV et al., 2005).
Em linhagens celulares, o 17β-estradiol na presen&ccedil;a de ERα incita a
prolifera&ccedil;&atilde;o, mas na presen&ccedil;a de ERβ inibe a prolifera&ccedil;&atilde;o, causando dois efeitos
opostos (KOEHLER et al., 2005). O receptor de estrog&ecirc;nio β tem um papel protetor
contra a prolifera&ccedil;&atilde;o descontrolada de c&eacute;lulas. O ERβ &eacute; perdido durante a
progress&atilde;o do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata, sugerindo o seu envolvimento direto com a
prolifera&ccedil;&atilde;o do tumor na doen&ccedil;a. Entretanto, o mecanismo molecular em que se
baseia esse efeito n&atilde;o est&aacute; bem esclarecido (PRAVETTONI et al., 2007). A
reexpress&atilde;o do ERβ ocorre em todos os casos de c&acirc;nceres de pr&oacute;stata com
met&aacute;stases (HO et al., 2006).
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Antiprolifera&ccedil;&atilde;o
Anticarcinog&ecirc;nese
Antiinflamat&oacute;rio
Figura 7. ER-β media as a&ccedil;&otilde;es ben&eacute;ficas do estrog&ecirc;nio na pr&oacute;stata. Androg&ecirc;nios
s&atilde;o metabolizados em estrog&ecirc;nios localmente dentro da pr&oacute;stata pela enzima aromatase
(1); o estrog&ecirc;nio formado sinaliza via ER-β, localizado e expresso dentro do epit&eacute;lio
glandular (2) ER-β subseq&uuml;entemente exerce efeitos ben&eacute;ficos (e protetores) sobre a
pr&oacute;stata tais como antiproliferativo, antiinflamat&oacute;rio e anticarcinog&ecirc;nico (3); ainda
desconhecida no momento a a&ccedil;&atilde;o antiinflamat&oacute;ria do ER-β pode tamb&eacute;m potencialmente
resultar na diminui&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o da aromatase e ent&atilde;o reduzir o estrog&ecirc;nio local (4).
(Adaptado de Ellem &amp; Risbridger, 2009)
Os receptores de estrog&ecirc;nio podem formar homod&iacute;meros e heterod&iacute;meros,
conforme esquematizado na Figura 8.
Figura 8. Regula&ccedil;&atilde;o transcricional dependente do estrog&ecirc;nio por ERα e ERβ homo e
heterod&iacute;meros (Adaptado de Matthews &amp; Gustafsson, 2003).
O ERβ parece agir como regulador da sinaliza&ccedil;&atilde;o estrog&ecirc;nica e quando coexpressado com o ERα (formando um heterod&iacute;mero), o ERβ causa uma redu&ccedil;&atilde;o
dependente da concentra&ccedil;&atilde;o na ativa&ccedil;&atilde;o transcricional mediada pelo Erα. V&aacute;rios
grupos t&ecirc;m demonstrado que ERα e ERβ formam heterod&iacute;meros funcionais in vitro e
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in vivo e que se ambas as isoformas s&atilde;o expressas, os heterod&iacute;meros predominam.
O papel que os heterod&iacute;meros exercem na sinaliza&ccedil;&atilde;o estrog&ecirc;nica, especialmente
na media&ccedil;&atilde;o do efeito antag&ocirc;nico do ERβ sobre a atividade transcricional do Erα &eacute;
ainda desconhecido (MATTHEWS &amp; GUSTAFSSON, 2003).
Estudos atuais sobre as isoformas do receptor de estrog&ecirc;nio β, mostraram
que ERβ-1 &eacute; a &uacute;nica isoforma inteiramente funcional, enquanto que ERβ-2, ERβ-4 e
ERβ-5 na forma de seus homod&iacute;meros n&atilde;o possuem nenhuma atividade inata
pr&oacute;pria. Entretanto, essas isoformas podem heterodimerizar com ERβ-1 e aumentar
sua transativa&ccedil;&atilde;o de um modo dependente do ligante (LEUNG et al., 2006).
ERβ-1 tende a formar heterod&iacute;meros com outras isoformas sob a estimula&ccedil;&atilde;o
de estrog&ecirc;nios, mas n&atilde;o de fitoestrog&ecirc;nios. O ERβ-1 prefere heterodimerizar,
particularmente com ERβ-4 e Erβ-5, sugerindo que o heterod&iacute;mero ERβ pode
recrutar apenas um co-ativador durante a ativa&ccedil;&atilde;o transcricional. Um grupo de coreguladores (M1-5) que, atrav&eacute;s de acetila&ccedil;&atilde;o, sustentam uma forma ativa de
nucleossomos e funcionam na forma&ccedil;&atilde;o de um complexo transcricional com a RNA
polimerase II (RNA pol), s&atilde;o reunidos de uma maneira assim&eacute;trica ao redor do
heterod&iacute;mero ERβ-1, que liga de forma palindr&ocirc;mica sim&eacute;trica ao elemento
responsivo ao estrog&ecirc;nio (ERE), conforme esquematizado na Figura 9 (LEUNG et
al., 2006).
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Figura 9. Modelo da intera&ccedil;&atilde;o das isoformas ERβ durante a transcri&ccedil;&atilde;o. A isoforma
ERβ1 formando homod&iacute;meros ou heterod&iacute;meros. (Adaptado de Leung et al, 2006).
Foi observado que cada tecido ou linhagem celular tem um &uacute;nico padr&atilde;o e/ou
raz&atilde;o de express&atilde;o entre ERβ-1 e suas isoformas. Esses achados sugerem que
diferentes estrog&ecirc;nios induzem a forma&ccedil;&atilde;o de diferentes grupos de heterod&iacute;meros
em um tecido espec&iacute;fico ou tipo celular, levando a uma ampla variedade de efeitos
biol&oacute;gicos (LEUNG et al., 2006).
Na pr&oacute;stata normal e em c&eacute;lulas de cultura da linhagem PC3 (c&eacute;lulas de
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata resistente aos androg&ecirc;nios) foi detectada a express&atilde;o das
isoformas ERβ1, ERβ2 e ERβ5 enquanto que em c&eacute;lulas de cultura da linhagem
LNCaP (c&eacute;lulas de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata responsivas aos androg&ecirc;nios) foi detectada
predominantemente a express&atilde;o da isoforma ERβ5 (MOORE et al., 1998)
As diferentes atividades biol&oacute;gicas do ERα e do ERβ podem ser atribu&iacute;das a
uma variedade de fatores que precisam ser cuidadosamente estudados no
carcinoma de pr&oacute;stata humano. Esses fatores incluem o recrutamento de diferentes
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co-ativadores e co-repressores que modificam a transcri&ccedil;&atilde;o e a homodimeriza&ccedil;&atilde;o
ao inv&eacute;s de promoverem a heterodimeriza&ccedil;&atilde;o desses receptores. Devido ao fato de
que a heterodimeriza&ccedil;&atilde;o pode ocorrer apenas em c&eacute;lulas que co-expressem esses
receptores, a avalia&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o tanto dos ERs quanto dos co-reguladores, em
tecidos normais e tumorais, tornou-se muito importante (LEUNG et al., 2006).
Os receptores de estrog&ecirc;nio tamb&eacute;m existem como processamentos
(splicing) alternativos de pr&eacute;-mRNA. Os processamentos (splicing) alternativos
podem ser gerados por duplica&ccedil;&atilde;o do &eacute;xon, inser&ccedil;&atilde;o de material gen&eacute;tico adicional
ou muta&ccedil;&otilde;es som&aacute;ticas que levam a c&oacute;dons finalizadores alterados e/ou inclus&atilde;o de
material intr&ocirc;nico. Comparados com o receptor original, os diferentes produtos de
processamento
alternativo
diferem
nas
a&ccedil;&otilde;es
que
eles
participam
como
conseq&uuml;&ecirc;ncia da aus&ecirc;ncia ou configura&ccedil;&atilde;o diferente dos v&aacute;rios dom&iacute;nios do
receptor (TAYLOR et al., 2010).
1.5. Aromatase
Tanto os tecidos prost&aacute;ticos humanos malignos quanto os normais
apresentam enzimas-chave do metabolismo ester&oacute;ide, incluindo a 17β-hidr&oacute;xiester&oacute;ide desidrogenase (17βHSD), a 5α-redutase e a aromatase (CARRUBA,
2007).
A bioss&iacute;ntese local dos estrog&ecirc;nios pode ocorrer via aromatiza&ccedil;&atilde;o dos
androg&ecirc;nios atrav&eacute;s da enzima aromatase. Essa enzima pode agir como um
importante regulador do balan&ccedil;o entre as concentra&ccedil;&otilde;es de androg&ecirc;nios e
estrog&ecirc;nios, tanto nos tecidos quanto no plasma. O processo irrevers&iacute;vel de
convers&atilde;o de androg&ecirc;nios em estrog&ecirc;nios &eacute; feito mais especificamente pela
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aromatase citocromo P450, pertencente ao complexo enzim&aacute;tico microssomal
chamado aromatase (CARREAU et al., 2003).
Estudos mostram um excesso na express&atilde;o da aromatase no c&acirc;ncer
testicular (tumor de c&eacute;lulas de Leydig) que levaria a produ&ccedil;&atilde;o aumentada de
estrog&ecirc;nios (FOWLER et al., 2000).
Pensa-se que os androg&ecirc;nios podem causar c&acirc;ncer de pr&oacute;stata, por&eacute;m existe
pouco suporte cient&iacute;fico para esse pensamento. Devido ao fato de que a
testosterona pode ser convertida em 17β-estradiol pela enzima aromatase expressa
na pr&oacute;stata humana, os estrog&ecirc;nios podem estar envolvidos na indu&ccedil;&atilde;o do c&acirc;ncer
de pr&oacute;stata pela testosterona (KROON et al., 2005; BOSLAND, 2006).
Enquanto existem evid&ecirc;ncias consistentes de que uma aromatase anormal
pode ter papel importante no desenvolvimento e/ou progress&atilde;o do c&acirc;ncer de mama
humano, a express&atilde;o e a atividade da aromatase na pr&oacute;stata humana n&atilde;o-tumoral e
tumoral permanece duvidosa. No c&acirc;ncer de pr&oacute;stata o aumento da express&atilde;o e da
atividade da enzima aromatase no tecido tumoral podem ser igualmente importantes
tanto quanto os receptores de estrog&ecirc;nio dentro do epit&eacute;lio prost&aacute;tico (CARRUBA,
2007).
Foi bem estabelecido que um feedback positivo via mecanismo par&aacute;crino e
aut&oacute;crino, leva a um cont&iacute;nuo crescimento e desenvolvimento de tumores de mama
(SIMPSON et al., 1997). De forma significativa, o promotor da aromatase, presente
na pr&oacute;stata benigna e no c&acirc;ncer de pr&oacute;stata, responde e pode ser induzido por
citocinas inflamat&oacute;rias. Os estrog&ecirc;nios tamb&eacute;m s&atilde;o capazes de induzir a inflama&ccedil;&atilde;o
prost&aacute;tica e conseq&uuml;entemente, servem para estabelecer um ciclo de aumento da
aromatase, s&iacute;ntese de estrog&ecirc;nio local e maior inflama&ccedil;&atilde;o. Esse suposto
mecanismo &eacute; de particular interesse j&aacute; que a inflama&ccedil;&atilde;o tem sido implicada no
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desenvolvimento do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata e pode ser o mecanismo pelo qual o
estrog&ecirc;nio induz o desenvolvimento da malignidade na pr&oacute;stata (ELLEM &amp;
RISBRIDGER, 2009).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral:
Analisar a express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica das diferentes isoformas dos
receptores de estrog&ecirc;nio e da enzima aromatase em homens com hiperplasia
prost&aacute;tica benigna e c&acirc;ncer de pr&oacute;stata.
2.2. Objetivos espec&iacute;ficos:
Analisar a express&atilde;o g&ecirc;nica das isoformas do receptor de estrog&ecirc;nio β (ERβ),
ERβ2 e ERβ5 em tecido prost&aacute;tico humano hiperpl&aacute;sico e de carcinoma.
Analisar a express&atilde;o prot&eacute;ica do receptor de estrog&ecirc;nio β (ERβ) em tecido
prost&aacute;tico humano hiperpl&aacute;sico e de carcinoma.
Analisar a express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica do receptor de estrog&ecirc;nio α (ER α) em
tecido prost&aacute;tico humano hiperpl&aacute;sico e de carcinoma.
Analisar a express&atilde;o g&ecirc;nica da enzima aromatase em tecido de c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata e em hiperplasia prost&aacute;tica benigna.
Verificar a exist&ecirc;ncia de correla&ccedil;&atilde;o entre a express&atilde;o das diferentes
isoformas do receptor de estrog&ecirc;nio para cada grupo isoladamente.
Medir as concentra&ccedil;&otilde;es s&eacute;ricas de testosterona e de estradiol em ambos os
grupos.
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3. MATERIAIS E M&Eacute;T&Oacute;DOS
3.1. Delineamento do estudo:
Estudo transversal.
3.2. Popula&ccedil;&atilde;o em estudo
Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes atendidos pelo
Servi&ccedil;o de Urologia do Hospital de Cl&iacute;nicas de Porto Alegre, com procedimento
cir&uacute;rgico agendado de ressec&ccedil;&atilde;o transuretral da pr&oacute;stata, prostatectomia parcial ou
total no per&iacute;odo de mar&ccedil;o de 2008 a dezembro de 2009.
Os pacientes foram divididos em dois grupos: grupo HPB formado por
pacientes com diagn&oacute;stico de hiperplasia prost&aacute;tica benigna e grupo CaP formado
por pacientes com diagn&oacute;stico de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata.
Grupo HPB - Pacientes entre 45 e 90 anos, com diagn&oacute;stico de hiperplasia
prost&aacute;tica benigna, com volume prost&aacute;tico medido por ecografia abdominal acima de
30g, toque retal sem suspeita de neoplasia maligna, que n&atilde;o estavam em
tratamento com horm&ocirc;nios e que n&atilde;o possu&iacute;am diagn&oacute;stico de neoplasia
concomitante, em acompanhamento no ambulat&oacute;rio de Urologia do Hospital de
Cl&iacute;nicas de Porto Alegre (HCPA). Os pacientes com HPB que participaram deste
estudo, j&aacute; haviam sido submetidos &agrave; cirurgia (prostatectomia aberta ou ressec&ccedil;&atilde;o
transuretral) tendo o diagn&oacute;stico confirmado pelo exame anatopatol&oacute;gico.
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Grupo CaP - Pacientes entre 45 e 90 anos, com diagn&oacute;stico de c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata, com volume prost&aacute;tico medido por ecografia abdominal acima de 30g, que
n&atilde;o tinham feito tratamento hormonal ou quimioter&aacute;pico, em acompanhamento no
ambulat&oacute;rio de Urologia do Hospital de Cl&iacute;nicas de Porto Alegre (HCPA).
Os pacientes foram consultados e autorizaram a utiliza&ccedil;&atilde;o do material para
este estudo. O tecido prost&aacute;tico foi obtido de pacientes masculinos, submetidos &agrave;
prostatectomia radical por diagn&oacute;stico de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata ou por ressec&ccedil;&atilde;o
transuretral (RTU) da pr&oacute;stata por diagn&oacute;stico de hiperplasia prost&aacute;tica benigna.
Os objetivos da pesquisa foram explicados aos pacientes e todos assinaram o
Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).
3.3. Crit&eacute;rios de inclus&atilde;o e de exclus&atilde;o:
Pacientes com diagn&oacute;stico de hiperplasia prost&aacute;tica benigna ou c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata e que n&atilde;o tenham recebido tratamento com hormonioterapia ou
quimioterapia e que n&atilde;o possuam diagn&oacute;stico de outra neoplasia concomitante, em
acompanhamento no ambulat&oacute;rio de Urologia do Hospital de Cl&iacute;nicas de Porto
Alegre (HCPA), que tenham sido indicados para cirurgia por seu m&eacute;dico
respons&aacute;vel.
3.4. Aspectos &Eacute;ticos
O tecido prost&aacute;tico utilizado foi proveniente de material de descarte de
pacientes submetidos &agrave; ressec&ccedil;&atilde;o transuretral de pr&oacute;stata e prostatectomia radical.
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Uma vez que se trata de informa&ccedil;&otilde;es gen&eacute;ticas espec&iacute;ficas, foi garantido aos
pacientes o sigilo em rela&ccedil;&atilde;o &agrave;s informa&ccedil;&otilde;es obtidas e uso absolutamente restrito
para fins de pesquisa cient&iacute;fica. Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comit&ecirc;
de &Eacute;tica e Pesquisa do Hospital de Cl&iacute;nicas de Porto Alegre (HCPA/UFRGS) com
n&uacute;mero 08092.
3.5. C&aacute;lculo Amostral
O tamanho da amostra para a an&aacute;lise da express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica no
tecido prost&aacute;tico foi calculado atrav&eacute;s do programa PEPI 3, utilizando-se dados de
estudos pr&eacute;vios realizados pelo nosso laborat&oacute;rio (CERICATTO et al., 2005). Foi
estabelecido um n&iacute;vel de signific&acirc;ncia de 0,05, poder estat&iacute;stico de 90% e diferen&ccedil;a
entre as m&eacute;dias de 0,1 unidades arbitr&aacute;rias, chegando-se a um N de 25 pacientes
por grupo.
3.6. Coleta das amostras
Foram analisados 50 pacientes neste estudo, os quais foram atendidos no
Servi&ccedil;o de Urologia do HCPA.
Amostras de sangue venoso foram coletadas desses pacientes para
obten&ccedil;&atilde;o de soro para as an&aacute;lises hormonais de testosterona e 17-β estradiol.
As amostras de tecido prost&aacute;tico foram coletadas no centro cir&uacute;rgico onde os
pacientes foram submetidos &agrave; remo&ccedil;&atilde;o cir&uacute;rgica conforme diagn&oacute;stico m&eacute;dico.
Foram obtidos fragmentos da pr&oacute;stata e o restante do material foi encaminhado para
o exame an&aacute;tomo-patol&oacute;gico.
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Os fragmentos destinados &agrave; an&aacute;lise da express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica no tecido
foram devidamente identificados e imediatamente congelados em nitrog&ecirc;nio l&iacute;quido,
e transferidos para um freezer a -80&ordm;C para posterior extra&ccedil;&atilde;o de RNA total e de
prote&iacute;nas.
O diagn&oacute;stico de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata e de hiperplasia prost&aacute;tica benigna foi
realizado com base no exame an&aacute;tomo-patol&oacute;gico.
Os fragmentos cir&uacute;rgicos, destinados &agrave; pesquisa foram devidamente
identificados (C= tecido de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata e H= tecido de hiperplasia prost&aacute;tica
benigna), e submetidos de forma individualizada aos processos de extra&ccedil;&atilde;o do RNA
total, s&iacute;ntese de cDNA e amplifica&ccedil;&atilde;o por rea&ccedil;&atilde;o em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando oligonucleot&iacute;deos espec&iacute;ficos para determina&ccedil;&atilde;o dos n&iacute;veis de mRNA dos
genes do ERα, do ERβ2, do ERβ5 e da Aromatase, e an&aacute;lise de prote&iacute;na, conforme
descri&ccedil;&atilde;o resumida a seguir.
3.7. Extra&ccedil;&atilde;o de RNA
O RNA total dos fragmentos das amostras de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata e de
hiperplasia prost&aacute;tica benigna foi extra&iacute;do de acordo com o M&eacute;todo de Trizol (Life
Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante.
O fragmento de tecido, ap&oacute;s congelamento, foi colocado em um tubo
eppendorf com 0,5 mL de Trizol e homogeneizado por aproximadamente 1 minuto
em gelo. Foi acrescentado mais 0,5 mL de Trizol e deixado 5 minutos em
temperatura ambiente. Passados os 5 minutos, foi adicionado 0,2 mL de clorof&oacute;rmio
a esse material e agitado no vort&eacute;x por 15 segundos. O material foi deixado em
temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugado por 15 minutos a 12.000 rpm a
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4&deg;C. O sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para outro eppendorf, neste foi
adicionado 1 mL de propanol, agitado suavemente por invers&atilde;o e colocado a -20&deg;C
overnight.
Passado o per&iacute;odo overnight, o material foi centrifugado por 15 minutos a
12.000 rpm a 4&deg;C, descartando-se o sobrenadante.
O RNA precipita formando um pellet. Ao precipitado foi adicionado 1 mL de
etanol 75% gelado esse foi centrifugado por 10 minutos a 8.000 rpm a 4&deg;C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em temperatura ambiente.
O RNA foi dissolvido em &aacute;gua ultrapura tratada com DEPC, incubado por 10
minutos a 65&deg;C e colocado em banho de gelo durante 1 minuto para posterior
quantifica&ccedil;&atilde;o das amostras e estocagem a -20&deg;C.
3.7.1. Quantifica&ccedil;&atilde;o do RNA
O precipitado de RNA foi dilu&iacute;do em 12-20 &micro;L de &aacute;gua com DEPC de acordo
com o tamanho do pellet formado. Para a quantifica&ccedil;&atilde;o, al&iacute;quotas de 1 &micro;L da
solu&ccedil;&atilde;o de RNA das amostras foram dilu&iacute;das em 499 &micro;L de &aacute;gua com DEPC e lidas
em duplicata em um espectrofot&ocirc;metro para &aacute;cidos nucl&eacute;icos (GeneQuant), nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm.
A pureza do RNA foi considerada satisfat&oacute;ria quando a raz&atilde;o das
absorb&acirc;ncias a 260 e 280 nm foi superior a 1,6. Considerando que uma unidade de
absorb&acirc;ncia a 260 nm corresponde a 40 &micro;g de RNA por mL de solu&ccedil;&atilde;o, a
concentra&ccedil;&atilde;o de RNA na solu&ccedil;&atilde;o original foi calculada pela f&oacute;rmula:
[RNA] = A260 x D x 40 &micro;g/mL
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Onde: A= absorb&acirc;ncia e D= dilui&ccedil;&atilde;o da al&iacute;quota usada para a quantifica&ccedil;&atilde;o.
Por exemplo, para 1 &micro;L da solu&ccedil;&atilde;o de RNA em 500 &micro;L de &aacute;gua.
D = 1: 499 = 500 vezes
3.8. Rea&ccedil;&atilde;o em Cadeia da Polimerase por Transcri&ccedil;&atilde;o Reversa - RT-PCR
3.8.1. S&iacute;ntese de cDNA
A partir do RNA total, a express&atilde;o do mRNA espec&iacute;fico para os fatores em
estudo foi avaliada indiretamente, pela t&eacute;cnica da Rea&ccedil;&atilde;o em Cadeia da Polimerase
(PCR) a partir de transcri&ccedil;&atilde;o reversa (RT), ou simplesmente, RT-PCR.
A s&iacute;ntese do cDNA (DNA complementar) foi feita a partir de 2 &micro;g de RNA
total, utilizando oligonucleot&iacute;deo (primer) complementar &agrave; cauda poli-A caracter&iacute;stica
do mRNA, produzindo um cDNA mais puro, exclusivamente a partir do mRNA.
Considerando que a fra&ccedil;&atilde;o do mRNA corresponde a aproximadamente 2-3% do
RNA total, estimou-se que 2 &micro;g de RNA total dariam origem a 40 ng de cDNA.
O RNA foi inicialmente desnaturado a 65&deg;C por 5 minutos juntamente com o
OligodT e os dNTPs. Em seguida, adicionou-se uma mistura contendo tamp&atilde;o TrisHCl 200 mM pH 8,4 (PCR Buffer 10X) com KCl 50 mM, MgCl2 25 mM e DTT 0,1M,
sendo incubado por 2 minutos a 42˚C. Em seguida foi incubado com a enzima
transcriptase reversa a 42&deg;C por 50 minutos. Ap&oacute;s nova desnatura&ccedil;&atilde;o a 70&deg;C por 15
minutos, a mistura foi incubada com a enzima Rnase H de E. coli por 20 minutos a
37&deg;C para destruir o RNA n&atilde;o transcrito.
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A rea&ccedil;&atilde;o de s&iacute;ntese do cDNA totalizou um volume de 25 &micro;L que foi
armazenado a -20&deg;C at&eacute; a amplifica&ccedil;&atilde;o por PCR.
3.8.2. Protocolo Geral da PCR
As rea&ccedil;&otilde;es de PCR foram feitas para um volume final de 25 &micro;L. Foi utilizado 1
&micro;L de cDNA (correspondente a aproximadamente 2 ng de cDNA) para todos os
genes de interesse, exceto para a aromatase para a qual utilizou-se 2 &micro;l de cDNA.
As amostras foram inicialmente desnaturadas a 94&ordm;C por 2 minutos na
presen&ccedil;a de Tris-HCl (pH 8.4) 200mM, KCl 500mM e MgCl2 50mM. Esse
procedimento, conhecido como Hot Start, tem por objetivo desnaturar estruturas
secund&aacute;rias que, submetidas &agrave; a&ccedil;&atilde;o da polimerase, resultariam na amplifica&ccedil;&atilde;o de
fragmentos indesejados. Para os genes ERβ2 e ERβ5 foi acrescido 1 &micro;l de
dimetilsulf&oacute;xido (DMSO).
Em seguida os tubos foram imersos em gelo e receberam 10 &micro;L de uma
solu&ccedil;&atilde;o com as mesmas concentra&ccedil;&otilde;es do tamp&atilde;o Tris-HCl e MgCl2, acrescida dos
oligonucleotideos sense e antisense espec&iacute;ficos para cada gene de interesse, da
mistura de dNTPs e da enzima Taq DNA Polimerase e submetidos &agrave; amplifica&ccedil;&atilde;o
conforme programa espec&iacute;fico para cada gene.
A tabela 2 mostra as caracter&iacute;sticas dos oligonucleotideos sintetizados para a
amplifica&ccedil;&atilde;o de fragmentos espec&iacute;ficos de cDNA para β2-microglobulina (β2-m)
usado como gene normalizador e para ERα, ERβ2, ERβ5 e aromatase.
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Tabela 2. Caracter&iacute;sticas dos oligonucleot&iacute;deos sintetizados para a amplifica&ccedil;&atilde;o de
fragmentos espec&iacute;ficos de cDNA.
Gene
Sequ&ecirc;ncia sintetizada sense
Seq&uuml;&ecirc;ncia sintetizada antisense
Fragmento
β2m
5’CTATCCAGCGTACTCCAAAG 3’
5’ACAAGTCTGAATGCTCCACT 3’
165 pb
ERα
5’CAGGGGTGAAGTGGGGTCTGC3’
5’ATGCGGAACCGAGATGAT3’
483 pb
ERβ2
5’CTTTGGTTTGGGTGATTG 3’
5’CTTTAGGCCACCGAGTTGATT 3’
208 pb
ERβ5
5’GATGCTTTGGTTTGGGTGAT 3’
5’GCCACCGAGTTGATTAGAGG 3’
206 pb
AROMATASE
5’ TCTGGATCTCTGGAGAGGAAA 3’
5’ GCCTTTCTCATGCATACCGA 3’
133 pb
Os oligonucleot&iacute;deos para a avalia&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica de β2m (GenBank
M17986) ERα (GenBank AF128220), ERβ2 (GenBank AF051428), ERβ5 (GenBank
AF124790) e aromatase foram desenhados atrav&eacute;s do programa Primer 3,
encontrado no endere&ccedil;o virtual: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ . As condi&ccedil;&otilde;es finais
da PCR est&atilde;o listadas na tabela 3. Todos os reagentes foram provenientes da
Invitrogen Corporation. O produto amplificado pela PCR foi separado por
eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo brometo de et&iacute;dio para os genes
ERα, ERβ2 e ERβ5 e em gel de agarose low melting 2% para o gene da aromatase.
Tabela 3. Condi&ccedil;&otilde;es finais para PCR ap&oacute;s desnatura&ccedil;&atilde;o inicial
GENE
DESNATURA&Ccedil;&Atilde;O
ANELAMENTO
EXTENS&Atilde;O
CICLOS
EXTENS&Atilde;O
FINAL
94&deg;C / 30 seg
55&deg;C / 30 seg
72&deg; C/ 1 min
30
72&deg;C/5 min
ERα
94&deg;C / 1 min
62&deg;C/ 1 min
72&deg; C/ 1 min
38
72&deg;C/5 min
ERβ2
94&deg;C / 1 min
57&deg;C/50 seg
72&deg;C/50seg
40
72&deg;C/5 min
ERβ5
94&deg;C / 1 min
57&deg;C/ 40 seg
72&deg;C/50 seg
38
72&deg;C/5 min
AROMATASE
94&deg;C / 1 min
55&deg; C/ 50 seg
72&deg;C/50 seg
40
72&deg;C/5 min
Β2
microglobulina
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As bandas foram quantificadas por an&aacute;lise densitom&eacute;trica atrav&eacute;s do sistema
de capta&ccedil;&atilde;o de imagem (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).
Para cada gene de interesse, a an&aacute;lise densitom&eacute;trica obtida para a banda referente
foi corrigida pela banda referente ao gene constitutivo β2m, sendo os resultados
expressos em unidades arbitr&aacute;rias.
3.9. Western blot
3.9.1. Extra&ccedil;&atilde;o de prote&iacute;nas
Aproximadamente
0,2
gramas
de
tecido
foram
homogeneizados
individualmente em um homogeneizador Omnix por 30 segundos em velocidade 3 a
4&deg;C na presen&ccedil;a de 500 &micro;L de uma solu&ccedil;&atilde;o tamp&atilde;o de lise contendo 50 mM
HEPES, pH 7,5, 1 mM PMSF, 100 mM NaF, 10 mM de Na4P2O7 e 2 mM de NaVO4,
0,1% Triton X-100.
O material foi solubilizado por no m&iacute;nimo 16 h a 4&deg;C, ap&oacute;s foi centrifugado
durante 30 minutos a 4&ordm;C em velocidade de 12000 x g. O sobrenadante foi coletado
e guardado em microtubos a -20&deg;C para dosagem de prote&iacute;na e realiza&ccedil;&atilde;o do
Western blot.
3.9.2. Dosagem de prote&iacute;nas
Cerca de 10 &micro;L de amostra foram utilizados para dosagem de prote&iacute;nas pelo
M&eacute;todo Colorim&eacute;trico de Bradford (BRADFORD, 1976). A quantidade de prote&iacute;na
das amostras foi analisada por leitura de espectrometria com comprimento de onda
de 595 nm. Todas as amostras foram testadas em duplicata, com 5 &micro;L de amostra
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dilu&iacute;da em 95 &micro;L de &aacute;gua e 1000 &micro;L de solu&ccedil;&atilde;o de Bradford, e comparadas com
curva padr&atilde;o de albumina. Para a realiza&ccedil;&atilde;o da eletroforese de prote&iacute;na dos
Western blots foram utilizadas 50 &micro;g de prote&iacute;na por po&ccedil;o.
3.9.3. An&aacute;lise de prote&iacute;nas
Para separa&ccedil;&atilde;o das prote&iacute;nas foi utilizado SDS-PAGE com uma concentra&ccedil;&atilde;o
de poliacrilamida de 10%. Foram utilizadas 8 amostras por grupo.
Aproximadamente 50 &micro;g de prote&iacute;na extra&iacute;da das amostras foram incubadas
com solu&ccedil;&atilde;o de Laemmli (30% glicerol, 10% SDS; 62,5 mM Tris, 750 mg DTT e
0,001% azul de bromofenol) a 95&deg;C por 10 minutos (Laemmli, 1970), e colocadas
em cada po&ccedil;o do gel.
A eletroforese foi efetuada na presen&ccedil;a de tamp&atilde;o contendo 192 mM glicina;
25 mM Tris e 0,1% SDS, pH 8,3. As prote&iacute;nas migraram no gel por
aproximadamente 2 h e 30 min, submetidas a uma diferen&ccedil;a de potencial el&eacute;trico de
120 V. A migra&ccedil;&atilde;o das prote&iacute;nas foi monitorada pelo azul de bromofenol, presente
no tamp&atilde;o de amostra e pelo marcador de peso molecular.
Depois de efetuada a eletroforese, o gel de poliacrilamida foi retirado das
placas de vidro e realizada a etapa de transfer&ecirc;ncia das prote&iacute;nas para membrana
de nitrocelulose por sistema semi-seco. A transfer&ecirc;ncia foi efetuada por 1 hora, com
voltagem de 25 v.
As membranas de nitrocelulose foram ent&atilde;o incubadas durante 1 h em
solu&ccedil;&atilde;o bloqueadora (TBS), contendo 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris,
0,05% Tween 20, pH 7,4, acrescido de BSA 2%. Esta solu&ccedil;&atilde;o satura s&iacute;tios de
liga&ccedil;&atilde;o inespec&iacute;ficos da membrana de nitrocelulose.
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Ap&oacute;s o bloqueio, as membranas foram incubadas por, no m&iacute;nimo, 16 h a 4oC
sob agita&ccedil;&atilde;o constante, com o anticorpo anti-ERβ (56 kDa da Santa Cruz
Biotechnology – ERβ H-150) e anti-Erα (66 kDa da Santa Cruz Biotechnology – ERα
F-10) dilu&iacute;dos em TBS 1:500.
Ap&oacute;s a incuba&ccedil;&atilde;o, as membranas foram lavadas com TBS (3 lavagens de 10
minutos cada) e ent&atilde;o incubadas com o segundo anticorpo por 2 horas. Para o ERβ
foi utilizado o anticorpo de cabra anti-coelho (1:5000) e para o ERα foi utilizado o
anticorpo de cabra anti-camundongo (1:5000), ambos conjugados com a enzima
horseradish peroxidase (Santa Cruz Biotechnology). Ap&oacute;s a incuba&ccedil;&atilde;o com o
segundo anticorpo, as membranas foram lavadas novamente com TBS (3 lavagens
de 10 minutos cada). Finalmente, as membranas foram incubadas com solu&ccedil;&atilde;o para
quimio-luminesc&ecirc;ncia (ECL) por 1 min.
3.9.4. Autorradiografias
Ap&oacute;s a incuba&ccedil;&atilde;o com solu&ccedil;&atilde;o para quimio-luminesc&ecirc;ncia, as membranas
foram colocadas em contato com o filme fotogr&aacute;fico (GE Healthcare&reg;) durante 30 a
120 segundos. Para revela&ccedil;&atilde;o, o filme foi colocado na solu&ccedil;&atilde;o reveladora por 1 min,
lavado com &aacute;cido ac&eacute;tico e colocado por mais 1 min na solu&ccedil;&atilde;o fixadora. Todos os
procedimentos de revela&ccedil;&atilde;o foram realizados em uma c&acirc;mara escura. Ap&oacute;s a
revela&ccedil;&atilde;o, seguiram-se a visualiza&ccedil;&atilde;o e a an&aacute;lise dos resultados. A densidade
&oacute;ptica das bandas foi medida por um sistema de processamento de imagem (ImageMaster VDS Pharmacia Biotech). A densitometria obtida para as bandas do ERβ e
ERα foi corrigida pela banda da β-tubulina, sendo os resultados obtidos expressos
em unidades arbitr&aacute;rias.
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3.10. Dosagem hormonal
O m&eacute;todo utilizado para a dosagem dos horm&ocirc;nios testosterona e 17 βestradiol foi de quimiluminesc&ecirc;ncia por imunoensaio competitivo. O teste foi
realizado com os seguintes reagentes: substrato quimiluminescente dioxietano
(LSUBM), reagente testosterona total e reagente 17 β-estradiol, que s&atilde;o constitu&iacute;dos
pela combina&ccedil;&atilde;o desses horm&ocirc;nios com fosfatase alcalina, e esferas recobertas
com um anticorpo altamente espec&iacute;fico para esses horm&ocirc;nios.
O m&eacute;todo se baseia na competi&ccedil;&atilde;o pelo anticorpo espec&iacute;fico das mol&eacute;culas
da amostra analisada com as mol&eacute;culas de 17 β-estradiol e testosterona ligadas &agrave;
fosfatase alcalina. As an&aacute;lises da testosterona foram realizadas pelo Laborat&oacute;rio de
Bioqu&iacute;mica do HCPA e as de17 β-estradiol pelo Laborat&oacute;rio FrideLab. Os resultados
da testosterona foram expressos em ng/mL e do 17β-estradiol em pg/mL.
3.11. An&aacute;lise estat&iacute;stica
Os resultados hormonais, volume prost&aacute;tico, express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica
foram avaliados quantitativamente e n&atilde;o apresentaram distribui&ccedil;&atilde;o normal, portanto,
foi utilizado o teste de Mann Whitney para amostras independentes entre os grupos
CaP e HPB.
Este teste foi usado para avalia&ccedil;&atilde;o dos dados referentes &agrave;s express&otilde;es
g&ecirc;nicas dos receptores ERα, ERβ2, ERβ5 e da enzima aromatase e das prote&iacute;nas
ERα e ERβ. Para cada amostra, os resultados foram representados como mediana
e intervalo interquartil da mediana, tanto para o c&acirc;ncer de pr&oacute;stata quanto para as
amostras de hiperplasia prost&aacute;tica benigna.
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Os resultados de idade e PSA foram analisados quanto a sua normalidade,
mostrando serem param&eacute;tricos. Para estes, foi utilizado para a an&aacute;lise estat&iacute;stica o
teste T de Student.
Foi considerado o n&iacute;vel de signific&acirc;ncia quando P&lt;0,05. Todas as an&aacute;lises
foram feitas utilizando-se o processador de dados SPSS vers&atilde;o 15.0 (Statistical
Packages for the Social Sciences).
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4. RESULTADOS
Foram inclu&iacute;das neste estudo 50 pacientes. 25 pacientes com diagn&oacute;stico de
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata e 25 pacientes com diagn&oacute;stico de hiperplasia prost&aacute;tica
benigna.
4.1. Caracter&iacute;sticas dos pacientes
Os resultados referentes &agrave; idade e aos n&iacute;veis de PSA dos pacientes est&atilde;o
representados na Tabela 4 como m&eacute;dia &plusmn; desvio padr&atilde;o. As dosagens hormonais
(testosterona e 17β estradiol) e volume prost&aacute;tico est&atilde;o representados como
mediana e intervalo interquartil.
A m&eacute;dia de idade e o volume prost&aacute;tico n&atilde;o apresentaram diferen&ccedil;as
significativas entre os dois grupos. Os n&iacute;veis de PSA foram significativamente
maiores no grupo c&acirc;ncer de pr&oacute;stata quando comparado com o grupo hiperplasia
prost&aacute;tica benigna.
Os valores de testosterona e de 17-β estradiol entre os dois grupos n&atilde;o
apresentaram diferen&ccedil;a significativa. A rela&ccedil;&atilde;o entre 17-β estradiol/testosterona
mostrou-se aumentada na HPB.
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Tabela 4. Perfil dos pacientes.
Hiperplasia
C&acirc;ncer
64,76 &plusmn; 7,7
64 &plusmn; 6,58
4,8 &plusmn; 3,3
8,69 &plusmn; 4,17 *
42,5 (20-51,7)
40,0 (32-54)
Testosterona (ng/mL)
3,22 (3,15-3,47)
4,60 (2,93-6,79)
17 β Estradiol (pg/mL)
47 (46-50,5)
46 (40-50,5)
14,5
10,0 **
Idade (anos)
PSA
Volume prost&aacute;tico
Rela&ccedil;&atilde;o 17 β estradiol /testosterona
Valores expressos como m&eacute;dia &plusmn; D.P. (teste T Student) ou mediana e intervalo interquartil
(25–75%) (teste de Mann-Whitney). * P = 0.001 ** P = 0.025
Na caracteriza&ccedil;&atilde;o dos pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata, utilizando a
classifica&ccedil;&atilde;o de tumores malignos (TNM) do INCA 2004, observamos na an&aacute;lise do
estadiamento do c&acirc;ncer que 60% dos pacientes apresentavam met&aacute;stases e que
em 40% dos pacientes analisados, o c&acirc;ncer estava confinado somente ao tecido
prost&aacute;tico. J&aacute; a an&aacute;lise anatomopatol&oacute;gica mostrou que 80% dos pacientes com
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata possuem 50% de chance de dissemina&ccedil;&atilde;o da doen&ccedil;a em 10
anos para outros &oacute;rg&atilde;os e que 20% dos 25 pacientes estudados possuem 75% de
possibilidade disto acontecer.
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Tabela 5. Caracter&iacute;sticas dos pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
Grau de Gleason
N&uacute;mero de pacientes
(n=25)
6 (3+3)
9
7 (3+4)
7
7 (4+3)
4
8 (4+4)
2
8 (3+5)
2
9 (4+5)
1
Estadiamento
T2A
2
T2B
3
T2C
5
T3A
9
T3B
6
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4.2. Express&atilde;o g&ecirc;nica do Receptor de Estrog&ecirc;nio α (ERα)
A express&atilde;o de mRNA do receptor de estrog&ecirc;nio ERα foi comparada entre as
amostras de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata com as amostras de hiperplasia prost&aacute;tica benigna.
O mRNA foi avaliado por RT-PCR e normalizado pela β2 microglobulina, conforme
ilustrado de forma representativa na Figura 10 (n=25).
A imagem do gel de agarose contendo o produto da PCR amplificado com
oligonucleot&iacute;deos espec&iacute;ficos para Erα mostra uma maior express&atilde;o do gene Erα
nas amostras de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata com mediana 1,05 (0,96-1,10) quando
comparado com o tecido hiperpl&aacute;sico benigno de pr&oacute;stata com mediana 0,79 (0,710,94). A an&aacute;lise semi-quantitativa desta imagem feita por densitometria foi
representada graficamente como mediana e intervalo interquartil dos n&iacute;veis de ERα
corrigidos pelos n&iacute;veis de β2m.
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M
A
H
C
H
C
H
C
483 pb
ERα
165 pb
Β2m
B
Express&atilde;o g&ecirc;nica ER alfa
1.0
0.8
0.6
Express&atilde;o g&ecirc;nica ERalfa/B2m
1.2
*
C&Acirc;NCER
HIPERPLASIA
FIGURA 10. Express&atilde;o g&ecirc;nica do ERα em amostras de hiperplasia prost&aacute;tica
benigna e c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (A) Gel de agarose representativo das amostras: o fragmento
de 483 pb corresponde ao mRNA do ERα e o de 165 pb ao da β2m. M: marcador de peso
molecular (pb), H: Hiperplasia prost&aacute;tica benigna; C: c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. (B) O gr&aacute;fico
representa a quantifica&ccedil;&atilde;o das bandas expressa como rela&ccedil;&atilde;o ERα /β2m (mediana e
intervalo interquartil) em unidades arbitr&aacute;rias. Foi observado um aumento na express&atilde;o de
ERα (∗) no c&acirc;ncer de pr&oacute;stata quando comparado ao tecido prost&aacute;tico hiperpl&aacute;sico com
P=0,001 (n=25).
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4.3. Express&atilde;o prot&eacute;ica do receptor de estrog&ecirc;nio α (ERα)
A Figura 11 ilustra os n&iacute;veis prot&eacute;icos da prote&iacute;na ERα avaliados pela t&eacute;cnica
de Western Blot com anticorpo espec&iacute;fico para o ERα.
A imagem da auto-radiografia mostra uma maior express&atilde;o da prote&iacute;na ERα
nas amostras de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata com mediana 1,29 (1,18-1,38) quando
comparadas com o tecido de hiperplasia prost&aacute;tica benigna com mediana 1,22
(0,85-1,27).
Os dados foram obtidos atrav&eacute;s da an&aacute;lise densitom&eacute;trica semi-quantitativa
das bandas e representados graficamente como mediana e intervalo interquartil dos
n&iacute;veis prot&eacute;icos de ERα corrigidos por uma banda de β-tubulina.
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A
H
C
H
C
H
C
H
C
66 KDa
ERα
50 KDa
β-tubulina
B
1.5
Express&atilde;o prot&eacute;ica de ER alfa
1.3
1.2
1.1
1.0
0.8
0.9
Express&atilde;o prot&eacute;ica de Er alfa/B-tubulina
1.4
*
C&Acirc;NCER
HIPERPLASIA
FIGURA 11. An&aacute;lise dos n&iacute;veis prot&eacute;icos de ERα das amostras de hiperplasia prost&aacute;tica
benigna comparadas com as amostras de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. (A) Representa&ccedil;&atilde;o das
bandas do ERα em 66 KDa e da β- tubulina em 50 KDa; onde H = hiperplasia e C= c&acirc;ncer
(B) O gr&aacute;fico representa a an&aacute;lise densitom&eacute;trica das bandas e &eacute; expresso como a rela&ccedil;&atilde;o
ERα /β-tubulina mostrando uma maior express&atilde;o prot&eacute;ica de ERα no c&acirc;ncer com P=0,038
(n=8).
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4.4. Express&atilde;o g&ecirc;nica do Receptor de Estrog&ecirc;nio β2 (ERβ2)
A an&aacute;lise densitom&eacute;trica da imagem do gel de agarose contendo o produto da
PCR amplificado com oligonucleot&iacute;deos espec&iacute;ficos para ERβ2 n&atilde;o mostrou
diferen&ccedil;a significativa entre a express&atilde;o do gene ERβ2 nas amostras de hiperplasia
prost&aacute;tica benigna com mediana 0,30 (0,16-0,88) quando comparadas com o tecido
de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata com mediana 0,29 (0,23-0,46). A an&aacute;lise semi-quantitativa
desta imagem feita por densitometria foi representada graficamente como mediana e
intervalo interquartil dos n&iacute;veis de Eβ2 corrigidos pelos n&iacute;veis de β2m. Estes dados
est&atilde;o apresentados na Figura 12.
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M
H
C
H
C
H
C
H
C
H
C
208 bp →
167 bp →
H
C
H
← Er &szlig;2
← β2m
B
0.8
0.6
0.4
0.2
Express&atilde;o g&ecirc;nica do ER beta2/B2m
1.0
Express&atilde;o g&ecirc;nica do ER beta 2
C&Acirc;NCER
HIPERPLASIA
Figura 12. Express&atilde;o g&ecirc;nica do ERβ 2 em amostras de hiperplasia prost&aacute;tica benigna e
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. Em A temos a representa&ccedil;&atilde;o do gel de agarose mostrando os produtos
amplificados de ER BETA 2 e β2m. Em B, os dados da an&aacute;lise densitom&eacute;trica s&atilde;o expressos
como mediana e intervalo interquartil para n= 25 para cada grupo. P =0,8
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4.5. Express&atilde;o g&ecirc;nica do Receptor de Estrog&ecirc;nio β5 (ERβ5)
A an&aacute;lise densitom&eacute;trica da imagem do gel de agarose contendo o produto da
PCR amplificado com oligonucleot&iacute;deos espec&iacute;ficos para ERβ5 mostra uma maior
express&atilde;o do gene ERβ5 nas amostras de hiperplasia prost&aacute;tica benigna com
mediana 0,90 (0,83-1,07) quando comparadas com o tecido de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
com mediana 0,60 (0,49-0,71). A an&aacute;lise semi-quantitativa desta imagem foi
representada graficamente como mediana e intervalo interquartil dos n&iacute;veis de Eβ5
corrigidos pelos n&iacute;veis de β2m.
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A
M
C
H
C
H
C
← Er &szlig;5
← β2m
206 bp →
167 bp →
B
1.5
1.0
*
0.5
Express&atilde;o g&ecirc;nica do ER beta5/B2m
Express&atilde;o g&ecirc;nica do ER beta 5
C&Acirc;NCER
HIPERPLASIA
Figura 13. Express&atilde;o g&ecirc;nica do ER BETA 5 em amostras de hiperplasia prost&aacute;tica benigna
e c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. Em A, gel representativo mostrando os produtos amplificados de ER
BETA 5 e β2microglobulina. Em B, os dados obtidos por densitometria s&atilde;o expressos em
m&eacute;dia &plusmn; erro padr&atilde;o para n= 25 para cada grupo. * representa diferen&ccedil;a significativa em
rela&ccedil;&atilde;o ao grupo hiperplasia com P= 0,001.
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4.6. Express&atilde;o prot&eacute;ica do receptor de estrog&ecirc;nio β (ERβ)
A Figura 14 ilustra os n&iacute;veis prot&eacute;icos da prote&iacute;na ERβ avaliados pela t&eacute;cnica
de Western Blot com um anticorpo policlonal contra os amino&aacute;cidos 1-150 do ERβ
humano. O anticorpo anti ERβ de coelho 56 kDa (Santa Cruz Biotechnology – ERβ
H-150) foi utilizado para analisar a express&atilde;o prot&eacute;ica de todas as isoformas do ERβ
em conjunto, uma vez que n&atilde;o foram encontrados anticorpos espec&iacute;ficos para cada
isoforma. Esse anticorpo liga aos amino&aacute;cidos 1-150 do receptor de estrog&ecirc;nio β,
regi&atilde;o comum a todas as isoformas do ERβ.
A an&aacute;lise da imagem da autorradiografia, ap&oacute;s a incuba&ccedil;&atilde;o das membranas
com solu&ccedil;&atilde;o para quimioluminesc&ecirc;ncia n&atilde;o mostrou diferen&ccedil;a significativa da
express&atilde;o da prote&iacute;na ERβ nas amostras de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata com mediana 1,26
(1,06-2,08) quando comparado com o tecido de hiperplasia prost&aacute;tica benigna com
mediana 1,38 (1,02-1,86). Os dados foram obtidos atrav&eacute;s da an&aacute;lise densitom&eacute;trica
semi-quantitativa das bandas e representados graficamente como mediana e
intervalo interquartil dos n&iacute;veis prot&eacute;icos de ERβ corrigidos por uma banda de βtubulina.
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Figura 14. An&aacute;lise dos n&iacute;veis prot&eacute;icos de ERβ das amostras de hiperplasia prost&aacute;tica
benigna comparadas com as amostras de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. (A) Representa&ccedil;&atilde;o das
bandas do ERβ em 56 KDa e da β- tubulina em 50 KDa; onde H = hiperplasia e C= c&acirc;ncer
(B) O gr&aacute;fico representa a an&aacute;lise densitom&eacute;trica das bandas e &eacute; expresso como a rela&ccedil;&atilde;o
ERβ /β-tubulina, demonstrando nenhuma diferen&ccedil;a significativa entre os grupos. P=0,5
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4.7. Express&atilde;o g&ecirc;nica da aromatase
A Figura 15 mostra a imagem do gel de agarose contendo o produto da PCR
amplificado com oligonucleot&iacute;deos espec&iacute;ficos para a aromatase. A express&atilde;o
g&ecirc;nica da aromatase n&atilde;o mostra diferen&ccedil;a significativa entre as amostras de
hiperplasia prost&aacute;tica benigna com mediana 0,28 (0,21-0,37) quando comparado
com o tecido de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata com mediana 0,32 (0,24-0,42). Os dados s&atilde;o
representados graficamente como mediana e intervalo interquartil dos n&iacute;veis de
aromatase corrigidos pelos n&iacute;veis de β2m.
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Figura 15. Raz&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica da aromatase em rela&ccedil;&atilde;o &agrave; β2microglobulina. Em A,
gel representativo mostrando os produtos amplificados da aromatase e β2micro. Em B, os
dados obtidos por densitometria s&atilde;o expressos como mediana e intervalo interquartil para
n= 25 para cada grupo demonstrando n&atilde;o existir diferen&ccedil;a significativa para P =0,8.
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4.8. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica dos receptores de estrog&ecirc;nio na
hiperplasia prost&aacute;tica benigna
Analisando a express&atilde;o g&ecirc;nica dos receptores de estrog&ecirc;nio ERα, ERβ2 e
ERβ5 nos pacientes com hiperplasia prost&aacute;tica benigna, observamos uma maior
express&atilde;o g&ecirc;nica do ERβ5 em rela&ccedil;&atilde;o aos outros dois receptores estudados. Al&eacute;m
disso, o receptor ERα mostrou ter sua express&atilde;o aumentada em rela&ccedil;&atilde;o ao ERβ2
nesse grupo.
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Figura 16. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica dos receptores de estrog&ecirc;nio nos
pacientes com hiperplasia prost&aacute;tica benigna. Os dados obtidos s&atilde;o expressos como m&eacute;dia
e intervalo de confian&ccedil;a (ERβ5 &gt; ERα &gt; ERβ2).
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4.9. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica dos receptores de estrog&ecirc;nio no
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
Observando a express&atilde;o g&ecirc;nica dos receptores de estrog&ecirc;nio ERα, ERβ2 e
ERβ5 nos pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata, obtivemos uma maior express&atilde;o
g&ecirc;nica do receptor ERα em rela&ccedil;&atilde;o as duas isoformas do receptor de estrog&ecirc;nio
ERβ. Analisando os receptores de estrog&ecirc;nio ERβ, vimos que o receptor ERβ5
apresentou express&atilde;o aumentada em rela&ccedil;&atilde;o ao ERβ2 nos pacientes com c&acirc;ncer
de pr&oacute;stata.
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Figura 17. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica dos receptores de estrog&ecirc;nio nos
pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. Os dados obtidos s&atilde;o expressos como m&eacute;dia e intervalo
de confian&ccedil;a (ERα &gt;ERβ5 &gt; ERβ2).
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4.10. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o prot&eacute;ica dos receptores de estrog&ecirc;nio na
hiperplasia prost&aacute;tica benigna
Analisando a express&atilde;o prot&eacute;ica dos receptores de estrog&ecirc;nio ERα e ERβ nos
pacientes com hiperplasia prost&aacute;tica benigna n&atilde;o observamos diferen&ccedil;a na
express&atilde;o prot&eacute;ica do receptor ERβ em rela&ccedil;&atilde;o ao ERα .
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Figura 18. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o prot&eacute;ica dos receptores de estrog&ecirc;nio nos
pacientes com hiperplasia prost&aacute;tica benigna. Os dados obtidos s&atilde;o expressos como m&eacute;dia
e intervalo de confian&ccedil;a.
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4.11. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o prot&eacute;ica dos receptores de estrog&ecirc;nio no
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
Observando a express&atilde;o prot&eacute;ica dos receptores de estrog&ecirc;nio ERα e ERβ
nos pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata n&atilde;o obtivemos diferen&ccedil;a na sua express&atilde;o.
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Figura 19. Compara&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o prot&eacute;ica dos receptores de estrog&ecirc;nio nos
pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. Os dados obtidos s&atilde;o expressos como m&eacute;dia e intervalo
de confian&ccedil;a.
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5. DISCUSS&Atilde;O
Os
androg&ecirc;nios
s&atilde;o
fatores
de
risco
bem
estabelecidos
para
o
desenvolvimento e a progress&atilde;o da hiperplasia prost&aacute;tica benigna (HPB) e do
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata (CaP). Apesar disso, os androg&ecirc;nios sozinhos n&atilde;o s&atilde;o
suficientes para induzir doen&ccedil;as prost&aacute;ticas e por isso aumentam as evid&ecirc;ncias da
participa&ccedil;&atilde;o dos estrog&ecirc;nios nesse processo.
A incid&ecirc;ncia do c&acirc;ncer de pr&oacute;stata aumenta com a idade e &eacute; dependente da
a&ccedil;&atilde;o dos androg&ecirc;nios. Entretanto, o desenvolvimento do CaP comumente ocorre na
idade em que os n&iacute;veis s&eacute;ricos e testiculares de testosterona est&atilde;o em decl&iacute;nio. Em
contraste, os n&iacute;veis de estradiol ou permanecem inalterados ou se elevam com o
aumento da idade masculina. Esses n&iacute;veis s&atilde;o mantidos atrav&eacute;s da aromatiza&ccedil;&atilde;o
dos androg&ecirc;nios adrenais dentro do tecido adiposo perif&eacute;rico que tendem a
aumentar em homens idosos e atrav&eacute;s da s&iacute;ntese de estrog&ecirc;nios na pr&oacute;pria
gl&acirc;ndula prost&aacute;tica pela enzima aromatase (CARRUBA, 2007).
A hip&oacute;tese de que os ester&oacute;ides s&eacute;ricos, particularmente altos n&iacute;veis de
testosterona e/ou estradiol s&atilde;o associados com o risco para hiperplasia prost&aacute;tica
benigna e c&acirc;ncer de pr&oacute;stata, tem sido estudada por v&aacute;rios anos. Kristal e
colaboradores observaram n&iacute;veis s&eacute;ricos de estradiol menores e de testosterona
maiores em pacientes com HPB em rela&ccedil;&atilde;o a pacientes normais. Quanto &agrave; raz&atilde;o
estradiol/testosterona n&atilde;o observaram diferen&ccedil;a significativa entre os grupos
(KRISTAL et al., 2008). Por outro lado, Gann e colaboradores, reportaram uma
associa&ccedil;&atilde;o positiva entre o estradiol e a incid&ecirc;ncia de HPB apenas em homens com
baixos n&iacute;veis de testosterona (GANN et al., 1995).
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Neste estudo, os n&iacute;veis s&eacute;ricos de testosterona e estradiol foram avaliados e
se mostraram semelhantes entre os grupos HPB e c&acirc;ncer. Rannikko &amp; Adlercreutz,
por outro lado, observaram uma diminui&ccedil;&atilde;o dos n&iacute;veis de estradiol em pacientes
com CaP em rela&ccedil;&atilde;o aos normais e aos com HPB. Al&eacute;m disso, a raz&atilde;o
estradiol/testosterona foi maior no grupo HPB em rela&ccedil;&atilde;o aos outros grupos
(RANNIKKO &amp; ADLERCREUTZ, 1983). Nosso trabalho vem ao encontro desse
estudo no que diz respeito &agrave; raz&atilde;o entre os horm&ocirc;nios, mostrando um aumento
dessa rela&ccedil;&atilde;o no nosso grupo HPB em rela&ccedil;&atilde;o ao CaP. Por&eacute;m esses resultados s&atilde;o
controversos, j&aacute; que evid&ecirc;ncias epidemiol&oacute;gicas indicam a associa&ccedil;&atilde;o da mudan&ccedil;a
na rela&ccedil;&atilde;o estradiol/testosterona e o desenvolvimento de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. Essa
raz&atilde;o &eacute; significativamente maior em homens afro-americanos (que possuem alta
incid&ecirc;ncia de CaP nos EUA) comparados aos americanos caucasianos (HILL et al.,
1984; ROSS et al., 1986). Contrariamente, essa rela&ccedil;&atilde;o est&aacute; diminu&iacute;da em
japoneses que possuem um menor risco de desenvolvimento de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
devido aos baixos n&iacute;veis de estrog&ecirc;nio s&eacute;rico em rela&ccedil;&atilde;o a holandeses caucasianos
(JONG et al., 1991). Devido &agrave; grande diversidade &eacute;tnica brasileira estudo
semelhante n&atilde;o &eacute; poss&iacute;vel. Por&eacute;m, pelos nossos resultados, podemos supor que o
aumento da rela&ccedil;&atilde;o estradiol/testosterona no grupo HPB n&atilde;o se deve ao aumento
dos n&iacute;veis de estradiol nesse grupo e sim por seus n&iacute;veis de testosterona
relativamente menores em rela&ccedil;&atilde;o ao grupo CaP .
&Eacute; amplamente reconhecido que muitos efeitos cl&aacute;ssicos dos horm&ocirc;nios
ester&oacute;ides sexuais s&atilde;o mediados atrav&eacute;s de receptores espec&iacute;ficos intracelulares
que pertencem &agrave; superfam&iacute;lia dos receptores nucleares. Al&eacute;m disso, h&aacute; um ac&uacute;mulo
de evid&ecirc;ncias de que os ester&oacute;ides, especificamente os estrog&ecirc;nios, e seus
receptores podem combinar-se ou agir independentemente, para exercer uma ampla
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variedade de a&ccedil;&otilde;es gen&ocirc;micas e n&atilde;o-gen&ocirc;micas, tanto dependente de ligante
quanto independente. Ambos os receptores de estrog&ecirc;nio, tanto o α (ERα) quanto o
β (ERβ), agem como fatores de transcri&ccedil;&atilde;o nuclear, mas seus respectivos padr&otilde;es
de regula&ccedil;&atilde;o g&ecirc;nica e fun&ccedil;&atilde;o s&atilde;o diretamente dependentes do tecido em que o
receptor &eacute; expresso. Na pr&oacute;stata, eles diferem quanto a sua localiza&ccedil;&atilde;o, a&ccedil;&atilde;o
proliferativa e de diferencia&ccedil;&atilde;o e por isso suas express&otilde;es no CaP t&ecirc;m sido
controversas.
No nosso estudo confirmamos a presen&ccedil;a tanto da express&atilde;o g&ecirc;nica quanto
prot&eacute;ica do receptor de estrog&ecirc;nio ERα nos grupos CaP e HPB. Anteriormente havia
sido descrito apenas o receptor de estrog&ecirc;nio ERα no estroma prost&aacute;tico e sugerido
que o crescimento do estroma prost&aacute;tico, na HPB, n&atilde;o era mediado via ERα
(SCHULSE &amp; CLAUS, 1990).
O ERα teve sua express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica maior
no grupo com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata em rela&ccedil;&atilde;o ao grupo com hiperplasia prost&aacute;tica
benigna. O aumento da express&atilde;o g&ecirc;nica de ERα em carcinoma de pr&oacute;stata j&aacute; havia
sido relatado na literatura, quando comparado &agrave; hiperplasia ou tecido prost&aacute;tico
normal (ITO et al., 2001; YANG et al., 2007), no entanto, esses estudos n&atilde;o
avaliaram a express&atilde;o prot&eacute;ica. Por outro lado, Pasquali e colaboradores, ao
avaliarem amostras de cultura de c&eacute;lulas de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata obtiveram uma alta
express&atilde;o do ERα por&eacute;m, essa express&atilde;o foi menor quando comparada &agrave; pr&oacute;stata
normal. J&aacute; seus resultados da an&aacute;lise prot&eacute;ica desse receptor no c&acirc;ncer, mostraram
express&atilde;o bastante diminu&iacute;da, at&eacute; mesmo com amostras mostrando aus&ecirc;ncia desse
receptor em rela&ccedil;&atilde;o &agrave; pr&oacute;stata normal (PASQUALI et al., 2001). Apesar de v&aacute;rias
evid&ecirc;ncias relacionando esse receptor com prolifera&ccedil;&atilde;o celular e c&acirc;ncer em v&aacute;rios
tecidos, o seu papel no c&acirc;ncer e na hiperplasia de pr&oacute;stata benigna ainda n&atilde;o est&aacute;
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bem estabelecido. Conforme os dados da literatura citados acima, os resultados
ainda s&atilde;o conflitantes.
O balan&ccedil;o entre os receptores de estrog&ecirc;nio ERα e ERβ &eacute; considerado de
fundamental import&acirc;ncia uma vez que estudos apontam o envolvimento dos
estrog&ecirc;nios e seus receptores no desenvolvimento de muitos tipos de tumores
malignos (MATTHEWS &amp; GUSTAFSSON, 2003) Quando os ERs s&atilde;o co-expressos,
o ERβ exibe uma a&ccedil;&atilde;o inibit&oacute;ria sobre a express&atilde;o g&ecirc;nica mediada pelo ERα
(PAECH et al., 1997). Por esse motivo, &eacute; necess&aacute;rio o estudo em conjunto do ERβ,
mais especificamente, das isoformas ERβ2 e ERβ5 que possuem maior express&atilde;o
em tecido prost&aacute;tico, conforme estudo de Moore e colaboradores (MOORE et al.,
1998).
Nosso estudo foi o primeiro a demonstrar a presen&ccedil;a da express&atilde;o g&ecirc;nica
das isoformas do receptor de estrog&ecirc;nio ERβ 2 e ERβ5 tanto nas amostras de
pr&oacute;stata com c&acirc;ncer quanto nas amostras de pacientes com hiperplasia benigna.
Esse resultado &eacute; novo, j&aacute; que a avalia&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica por PCR das
isoformas do receptor de estrog&ecirc;nio ERβ em pr&oacute;stata foram estudadas apenas de
forma qualitativa em tecido prost&aacute;tico normal e em linhagens de c&eacute;lulas cancerosas
LNCap e PC3 ( MOORE et al., 1998).
Al&eacute;m disso, observamos uma diferen&ccedil;a significativa na express&atilde;o g&ecirc;nica do
receptor de estrog&ecirc;nio ERβ5 no grupo com hiperplasia prost&aacute;tica benigna em
rela&ccedil;&atilde;o ao grupo com CaP. Na avalia&ccedil;&atilde;o da express&atilde;o g&ecirc;nica do receptor ERβ2
n&atilde;o observamos diferen&ccedil;a significativa entre os grupos.
Os n&iacute;veis prot&eacute;icos do ERβ foram avaliados com um anticorpo policlonal que
liga aos amino&aacute;cidos 1-150 do receptor de estrog&ecirc;nio β, regi&atilde;o comum a todas as
isoformas do ERβ. A escolha desse anticorpo foi importante devido ao fato de que
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n&atilde;o existem anticorpos espec&iacute;ficos para as diferentes isoformas. Na avalia&ccedil;&atilde;o da
express&atilde;o prot&eacute;ica do receptor de estrog&ecirc;nio ERβ entre os grupos c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata e hiperplasia prost&aacute;tica benigna n&atilde;o observamos diferen&ccedil;a significativa,
sugerindo o envolvimento de fatores p&oacute;s-transcricionais na regula&ccedil;&atilde;o desse gene,
ou a impossibilidade t&eacute;cnica de discriminar suas isoformas atrav&eacute;s de anticorpo
espec&iacute;fico.
Existem alguns estudos com pr&oacute;stata em que foi avaliada a express&atilde;o g&ecirc;nica
do receptor de estrog&ecirc;nio ERβ de forma total. Pasquali e colaboradores
demonstraram maior express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica do ERβ em cultura de c&eacute;lulas de
tecido prost&aacute;tico normal em rela&ccedil;&atilde;o &agrave; cultura de c&eacute;lulas de c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
(PASQUALI et al., 2001). J&aacute; Horvath e colaboradores, por imunohistoqu&iacute;mica,
mostraram que a imunorreatividade do ERβ na pr&oacute;stata com c&acirc;ncer &eacute; menor em
compara&ccedil;&atilde;o &agrave; pr&oacute;stata hiperpl&aacute;sica e este &eacute; menor em rela&ccedil;&atilde;o &agrave; pr&oacute;stata normal
(HORVATH et al., 2001). Mais recentemente, atrav&eacute;s das t&eacute;cnicas de PCR e
Western blot, foi observado em culturas prim&aacute;rias de hiperplasia prost&aacute;tica benigna
maior express&atilde;o do ERβ em rela&ccedil;&atilde;o ao ERα comparadas ao controle positivo MCF7 que expressa ambos receptores (HO et al., 2008).
A &uacute;nica isoforma do receptor ERβ estudada at&eacute; ent&atilde;o de forma quantitativa
na pr&oacute;stata &eacute; a ERβ2. Nesse estudo de Fujimura e colaboradores feito em amostras
de tecido prost&aacute;tico por imunohistoqu&iacute;mica, houve menor express&atilde;o desta isoforma
no CaP em rela&ccedil;&atilde;o &agrave; pr&oacute;stata normal (FUJIMURA et al., 2001).
A an&aacute;lise da express&atilde;o das isoformas do receptor de estrog&ecirc;nio ERβ j&aacute; est&aacute;
sendo muito estudada em outros tipos de tumores. Pesquisa com endom&eacute;trio normal
e com c&acirc;ncer demonstrou a presen&ccedil;a por PCR de ERβ2 e ERβ5 em ambos tecidos,
por&eacute;m apenas o ERβ5 teve um aumento significativo na sua express&atilde;o g&ecirc;nica no
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c&acirc;ncer de endom&eacute;trio em rela&ccedil;&atilde;o ao tecido normal (SKRYPCZAK et al., 2004).
Leygue e colaboradores observaram na mama normal e com c&acirc;ncer a presen&ccedil;a da
express&atilde;o de ERβ2 e ERβ5, estando esses receptores aumentados no tumor em
rela&ccedil;&atilde;o &agrave; mama normal (LEYGUE et al., 1999). J&aacute; Davies e colaboradores
demonstraram que a express&atilde;o do ERβ2 aumentada no c&acirc;ncer de mama est&aacute;
associada com o grau do tumor, tendo maior express&atilde;o nos graus I e III (DAVIES et
al., 2004). No c&acirc;ncer de c&oacute;lon, onde foi observada a express&atilde;o do ERβ2 e do ERβ5,
ocorre uma diminui&ccedil;&atilde;o do ERβ2 no c&acirc;ncer quando comparado ao c&oacute;lon normal
(CAMPBELL-THOMPSON et al., 2001).
Devido ao fato de que pouco se sabe sobre a express&atilde;o g&ecirc;nica do ERβ2 e do
ERβ5 em amostras de c&acirc;ncer e hiperplasia de pr&oacute;stata, n&oacute;s podemos sugerir, com
base em nossos resultados, que o aumento da express&atilde;o g&ecirc;nica do ERβ5 na HPB
parece exercer um papel importante nesta doen&ccedil;a. Sobretudo se analisarmos esse
dado junto com o resultado da express&atilde;o g&ecirc;nica do ERα que est&aacute; diminu&iacute;da na
HPB. Estudos de Poola e colaboradores, em ov&aacute;rio, mostraram que o ERβ5 possui
prefer&ecirc;ncia na heterodimeriza&ccedil;&atilde;o com o ERα , resultando em altera&ccedil;&atilde;o na atividade
transcricional de ambos receptores (POOLA et al., 2005). A heterodimeriza&ccedil;&atilde;o
ERα/ERβ5 na HPB pode explicar o fato de termos menor express&atilde;o prot&eacute;ica de ERα
nesse grupo quando comparado com o grupo c&acirc;ncer de pr&oacute;stata. Para refor&ccedil;ar essa
id&eacute;ia, comparando as express&otilde;es g&ecirc;nicas das isoformas dos receptores de
estrog&ecirc;nio ERα, ERβ2 e ERβ5 no grupo HPB, observamos a seguinte disposi&ccedil;&atilde;o:
ERβ5&gt; ERα&gt; ERβ2.
J&aacute; no c&acirc;ncer de pr&oacute;stata a compara&ccedil;&atilde;o destes receptores neste grupo
mostrou-se bastante diferente mostrando: ERα&gt;ERβ5&gt;ERβ2. Neste grupo, tivemos
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uma maior express&atilde;o g&ecirc;nica do ERα em rela&ccedil;&atilde;o &agrave;s outras isoformas e isso tamb&eacute;m
se refletiu na express&atilde;o prot&eacute;ica.
Esses achados parecem ser de grande import&acirc;ncia para o entendimento das
doen&ccedil;as prost&aacute;ticas porque mostram perfis diferentes na express&atilde;o g&ecirc;nica desses
receptores no c&acirc;ncer de pr&oacute;stata e na hiperplasia prost&aacute;tica benigna. As fun&ccedil;&otilde;es
bem estabelecidas de pr&oacute;-prolifera&ccedil;&atilde;o para o ERα e de anti-prolifera&ccedil;&atilde;o para o ERβ
(e suas isoformas) e o balan&ccedil;o entre a express&atilde;o g&ecirc;nica desses receptores no
tecido prost&aacute;tico parece ser fundamental para determinar se o crescimento
prost&aacute;tico ser&aacute; benigno ou maligno.
A import&acirc;ncia da express&atilde;o g&ecirc;nica se torna ainda mais relevante quando
relacionamos a express&atilde;o prot&eacute;ica dos receptores ERα e ERβ nos grupos. Para os
pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata n&atilde;o obtivemos diferen&ccedil;a na express&atilde;o prot&eacute;ica
dos receptores sendo ERα=ERβ. O mesmo resultado foi obtido na an&aacute;lise dessas
prote&iacute;nas no grupo hiperplasia prost&aacute;tica benigna. Esses dados parecem conflitantes
j&aacute; que aparentemente parece existir um equil&iacute;brio entre a express&atilde;o prot&eacute;ica dos
receptores ERα e ERβ em ambos os grupos. Uma explica&ccedil;&atilde;o prov&aacute;vel para esse
resultado &eacute; que ambos os receptores existem na forma de splicings alternativos de
pr&eacute;-mRNA resultando em variados efeitos fisiol&oacute;gicos para a mesma prote&iacute;na. Os
splicings alternativos resultantes podem falhar na liga&ccedil;&atilde;o ao ligante (estrog&ecirc;nios),
falhar na transloca&ccedil;&atilde;o para o n&uacute;cleo, falhar na heterodimeriza&ccedil;&atilde;o ou falhar na
liga&ccedil;&atilde;o e no est&iacute;mulo dos locais de transcri&ccedil;&atilde;o do ERE ou AP1. Se um splicing
alternativo falhar em todas essas a&ccedil;&otilde;es &eacute; prov&aacute;vel que ele n&atilde;o tenha qualquer efeito
sobre o funcionamento celular. Entretanto, se a falha acontecer em uma ou duas
dessas fun&ccedil;&otilde;es, poder&aacute; ocorrer uma inibi&ccedil;&atilde;o do receptor original por competi&ccedil;&atilde;o
pelo ligante ou ele pode formar d&iacute;meros com o receptor funcionante tornando-o
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inativo ou ligar-se ao DNA sem fazer a transcri&ccedil;&atilde;o. Efeitos estimulat&oacute;rios tamb&eacute;m
podem ocorrer quando um splicing alternativo adota uma conforma&ccedil;&atilde;o ativa
permanente. Devido ao alterado recrutamento de co-fatores e a diferente habilidade
de interagir com ERE e locais AP1, eles podem potencializar a transcri&ccedil;&atilde;o em locais
n&atilde;o normais no receptor original. Alternativamente, eles podem agir nos locais
similares ao original, mas com um elevado efeito transcricional (TAYLOR et al.,
2010).
No nosso estudo a an&aacute;lise da express&atilde;o g&ecirc;nica da enzima aromatase n&atilde;o
mostrou diferen&ccedil;a significativa entre os grupos HPB e CaP. Apesar de extensos
estudos relacionando a express&atilde;o anormal da aromatase com neoplasias
dependentes de estrog&ecirc;nio existem poucos estudos sobre a sua express&atilde;o no
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata principalmente com amostras de tecido prost&aacute;tico. Ellem e
colaboradores observaram em culturas prim&aacute;rias de CaP uma maior express&atilde;o
g&ecirc;nica da aromatase no CaP em rela&ccedil;&atilde;o &agrave; cultura de linhagens de c&eacute;lulas com CaP
e HPB (ELLEN et al., 2004). J&aacute; Wu e colaboradores trabalharam com cultura de
linhagens de c&eacute;lulas de HPB e CaP, nesse estudo eles observaram aumento da
express&atilde;o g&ecirc;nica dessa enzima no grupo HPB em rela&ccedil;&atilde;o ao CaP (WU et al.,
2007). Nosso trabalho parece demonstrar que a a&ccedil;&atilde;o estrog&ecirc;nica nas doen&ccedil;as
prost&aacute;ticas n&atilde;o se deve a varia&ccedil;&otilde;es nas express&otilde;es da enzima aromatase, que
disponibilizaria maior quantidade de horm&ocirc;nio para atuar nos receptores. Mas sim, a
diferen&ccedil;a na express&atilde;o g&ecirc;nica dos receptores de estrog&ecirc;nio entre os grupos e na
express&atilde;o prot&eacute;ica do ERα.
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6. CONCLUS&Otilde;ES
Os resultados do presente estudo demonstraram uma maior express&atilde;o g&ecirc;nica e
prot&eacute;ica do receptor de estrog&ecirc;nio ERα em pacientes com c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
quando comparados com pacientes com hiperplasia prost&aacute;tica benigna, indicando
uma poss&iacute;vel participa&ccedil;&atilde;o deste gene no crescimento prost&aacute;tico maligno.
Em rela&ccedil;&atilde;o ao receptor de estrog&ecirc;nio ERβ, a express&atilde;o g&ecirc;nica do ERβ5 foi
maior na hiperplasia prost&aacute;tica benigna em rela&ccedil;&atilde;o ao CaP sugerindo um papel
determinante deste gene na hiperplasia prost&aacute;tica benigna. O ERβ2 n&atilde;o apresentou
diferen&ccedil;a significativa entre os grupos.
A express&atilde;o prot&eacute;ica do ERβ n&atilde;o apresentou diferen&ccedil;a significativa entre os
grupos. Estes resultados sugerem que fatores p&oacute;s-transcricionais podem estar
envolvidos na regula&ccedil;&atilde;o do ERβ.
A express&atilde;o g&ecirc;nica da enzima aromatase n&atilde;o mostrou diferen&ccedil;a significativa
entre os grupos hiperplasia prost&aacute;tica benigna e c&acirc;ncer de pr&oacute;stata.
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Anexo 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
T&iacute;tulo do estudo: Express&atilde;o g&ecirc;nica e prot&eacute;ica das isoformas dos receptores de
estrog&ecirc;nio e da enzima aromatase em homens com hiperplasia prost&aacute;tica benigna e
c&acirc;ncer de pr&oacute;stata
Prezado Senhor:
Estamos conduzindo um estudo para identificar caracter&iacute;sticas gen&eacute;ticas que
possam estar associadas ao surgimento e crescimento de tumores prost&aacute;ticos.
Dentre as doen&ccedil;as prost&aacute;ticas, a hiperplasia prost&aacute;tica benigna e o c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata apresentam alta incid&ecirc;ncia na popula&ccedil;&atilde;o. A express&atilde;o modificada de
alguns genes pode alterar o tecido normal da pr&oacute;stata e levar &agrave; forma&ccedil;&atilde;o desses
tumores. Como o Senhor tem o diagn&oacute;stico de ____________________________
_______________________________(hiperplasia prost&aacute;tica benigna ou c&acirc;ncer de
pr&oacute;stata) e lhe foi recomendado cirurgia, gostar&iacute;amos de convid&aacute;-la para participar
do estudo.
Caso aceite, sua participa&ccedil;&atilde;o no estudo consistir&aacute; em permitir uma coleta de
amostra de sangue no dia da sua cirurgia e permitir que ap&oacute;s a retirada da pe&ccedil;a
cir&uacute;rgica dois pequenos fragmentos da mesma (10 mm x 5 mm) sejam
encaminhados para estudo gen&eacute;tico. O restante da pe&ccedil;a cir&uacute;rgica ser&aacute; destinado ao
exame histopatol&oacute;gico normal. Portanto, n&atilde;o haver&aacute; modifica&ccedil;&atilde;o da t&eacute;cnica
cir&uacute;rgica. O material ser&aacute; coletado ap&oacute;s o t&eacute;rmino da cirurgia.
Quanto &agrave; coleta sang&uuml;&iacute;nea, o Sr. ser&aacute; submetida &agrave; coleta de 10 mL de sangue
venoso, no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar dosagens hormonais. Os riscos
envolvidos com essa coleta s&atilde;o m&iacute;nimos, sendo a ocorr&ecirc;ncia de pequenos
hematomas/equimoses a altera&ccedil;&atilde;o mais comum.
Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras por at&eacute; 5 anos para que outras
caracter&iacute;sticas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de nosso grupo
(nesse caso, estes trabalhos ser&atilde;o tamb&eacute;m apresentados ao Comit&ecirc; de &Eacute;tica em
Pesquisa e, se poss&iacute;vel, ser&aacute; solicitado novo Termo de Consentimento como este).
No futuro, essas caracter&iacute;sticas poder&atilde;o auxiliar na identifica&ccedil;&atilde;o precoce de
pacientes sob risco de desenvolver tumores de pr&oacute;stata. No entanto, os resultados
deste estudo n&atilde;o trar&atilde;o benef&iacute;cios diretos para o senhor.
O Sr. &eacute; livre para decidir por participar ou n&atilde;o do estudo, e sua recusa n&atilde;o
implicar&aacute; em nenhum preju&iacute;zo em seu atendimento neste Hospital. Todas as
informa&ccedil;&otilde;es obtidas estar&atilde;o &agrave; sua disposi&ccedil;&atilde;o se assim desejar. Todos os resultados
referentes &agrave; pesquisa ser&atilde;o utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo
resguardada sua total confidencialidade.
Os pesquisadores respons&aacute;veis por este Projeto s&atilde;o a Profa. Dra. Ilma Simoni
Brum da Silva (fone: 99969044), o Prof. Dr. Milton Berger (21018286), e Fernanda
Seibel (fone: 99724758). Caso o Sr. tenha qualquer d&uacute;vida sobre o projeto poder&aacute;
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nos contatar nos telefones indicados acima. Este projeto foi revisado e aprovado
pelo Comit&ecirc; de &Eacute;tica em Pesquisa desta Institui&ccedil;&atilde;o (fone: 21018290).
Eu, ___________________________________________________________, fui
informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada,
bem como do procedimento de coleta de sangue a que serei submetido e das
determina&ccedil;&otilde;es de caracter&iacute;sticas gen&eacute;ticas que ser&atilde;o feitas. Recebi tamb&eacute;m a
garantia de resposta a d&uacute;vidas ou esclarecimentos relacionados &agrave; pesquisa e da
seguran&ccedil;a da confidencialidade dos dados obtidos.
Local e data ________________________________
Paciente ou respons&aacute;vel _____________________________________________
Pesquisador _____________________________________________
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