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Introducgao

O cancer de prostata (CaP) e a hiperplasia prostatica benigna (HPB) sdo as duas
neoplasias mais comuns da préstata e acometem um numero significativo de
homens. Os estrogénios tém sido citados como estimuladores da proliferagdo
de células de cancer de prdstata, em cultura, através de efeitos mediados por
seus receptores (ER). Os dois principais tipos de receptores, receptor de
estrogénio alfa (ERa) e receptor de estrogénio beta (ERB), sdo expressos na
préstata humana normal e na patolégica. Como esses receptores sdo diferentes
em diversos aspectos fisiologicos, é provavel que um desequilibrio em suas
expressdes possa ser essencial para determinar o efeito final do estrogénio nas
células prostdticas. No CaP, a ativacdo de ERP parece limitar a proliferacdo
celular diretamente e a perda deste receptor tem sido associada com a
progressdo tumoral. Além disso, estudos indicam a existéncia de um receptor
de estrogénio ndo cldssico, o GPR30. Esse receptor, juntamente com os ERs,
ativaria as vias das MAPKs e PI3Ks diretamente ou indiretamente - através do
EGFR - regulando eventos de transcri¢do envolvidos no crescimento celular. Esse
receptor estd presente na prdstata e pouco se sabe sobre sua fungdo neste
tecido. Ambos receptores podem estar relacionadas a sobrevivéncia celular e
ter importdncia no desenvolvimento do cancer de préstata (CaP) e da
hiperplasia prostatica benigna (HPB).

Objetivo

O objetivo deste estudo é avaliar a expressdo génica e proteica dos receptores
de estrogénio (ERs e GPR30) em tecido prostatico de hiperplasia prostatica
benigna e de cancer de prdstata.

Materiais e Métodos

Pacientes e Amostras

* As amostras de tecido de CaP e HPB foram coletadas de pacientes
provenientes do Servigco de Urologia do HCPA;

* Todos os pacientes assinaram o Termo de Compromisso Livre e Esclarecido
aceitando participar do estudo.

Grupos

* Foram utilizados 35 pacientes para analise da expressao génica e 10 pacientes
para analise da expressdo proteica de cada grupo. Os grupos foram divididos
em CaP (Cancer de Prostata) e HPB (Hiperplasia Prostatica Benigna).

Extragdo de RNA e Purificagdo

TRIzol® (Invitrogen
Life Technologies)

Purificagdo RNA: Rneasy

Extragdo do RNA Mini kit (Qiagen®)

Quantificagdo do RNA espectrofotémetro para acidos nucleicos
GeneQuant® (Pharmacia Biotech). Pureza satisfatéria 260nm/280nnm > 1,6

Sintese de cDNA : foi realizada a partir de 2 ug do RNA total utilizando um
primer complementar a cauda poli-A. 2 a 3% mRNA -> 40ng cDNA

gPCR: a técnica quantitativa utilizada para a andlise da expressdo génica foi
o PCR em Tempo Real, utilizando o corante fluorescente SYBER Green I. O
gene B2-microglobulina foi utilizado como normalizador.

Extragdo Proteica —> 0,2g tecido homogeneizado -> RIPA (BioBasic Inc.)

Quantificacdo de proteinas: 10 pL de amostra foram utilizados para
dosagem de proteinas pelo Método Colorimétrico de Bradford (Bradford,
1976). A quantidade de proteina das amostras foi analisada por leitura de
espectrometria com comprimento de onda de 595 nm.

Andlise proteica: realizada a partir da técnica de Western Blot (50 pg de
proteina por pogo).

Anadlises Estatisticas: o teste de Mann-Whitney foi utilizado para a anélise
dos dados ndo paramétricos e o teste T para andlise dos resultados
paramétricos. O software utilizado foi o SPSS 16.0 .
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Figura 01: Expressdo génica do GPR30 em amostras
de HPB (0,16 (0,11 - 0,59)) e CaP (2,09 (0,50 - 9,60))

p =0,000.
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Figura 02: Analise dos niveis proteicos do receptor GPR30
das amostras de HPB comparadas com as amostras de CaP.
(A) Representagdo das bandas do GPR30 onde H =
hiperplasia e C= cancer (B) O grafico representa a analise
densitométrica das bandas e é expresso como a relagdo
GPR30/B-tubulina, demonstrando diferenca significativa
entre os grupos. P=0,001. HPB (52,16 + 16,49) CaP (126,89
+6,24)
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Figura 03: Expressdo génica do ERP total em .
amostras de HPB (0,029 (0,0066 - 0,346)) e CaP B-tubuling . o - - |

(0,383 (0,083 - 6,64)) p=0,000.
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Figura 04: Analise dos niveis proteicos do ERB. (A)

ERa ——— Representagao das bandas de ER e B-tubulina onde
H = hiperplasia e C= cancer (B) O grafico é expresso
B-tubulin - como a relagdo ERB / B-tubulina, ndo demonstra
—— diferenca significativa entre os grupos. P=0,002. HPB
(1,43 £0,119) CaP (1,44 +0,2)
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Figura 05: Andlise dos niveis proteicos do ERa. (A)
Representagdo das bandas de ERa e B-tubulina onde
H = hiperplasia e C= cancer (B) O grafico é expresso
como a relagdo ERa / B-tubulina, demonstrando
diferenga significativa entre os grupos. P=0,002. HPB
(46,56 + 4,08) CaP (174,41 + 27,15 )
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Concluséo

De acordo com os resultados analisados, os receptores de estrogénio ERa,
ERB e GPR30 sdo expressos tanto no tecido de hiperplasia prostética benigna
quanto no tecido de cancer de prdstata. As diferengas nas expressdes destes
receptores analisados em cada grupo indica um possivel papel no
desenvolvimento destas doengas.



