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INTRODUCAO

A préstata é o 6rgdo masculino mais comumente afetado por neoplasias benignas
ou malignas. Essa glandula compreende o segmento mais proximal da uretra.
Anatomicamente, a préstata situa-se na pelve verdadeira, separada anteriormente da sinfise
pubica pelo espaco retropubico (Retzius). A superficie posterior da prostata esta afastada da
ampola retal pela fascia de Denonvilliers. A base da prdstata tem continuidade no colo da
bexiga e o &pice repousa sobre a superficie superior do diafragma urogenital [1].

Lateralmente, a prostata se relaciona com a musculatura elevadora do anus. Sua
irrigacdo sanguinea arterial é derivada de ramos da artéria iliaca interna (artérias vesical
inferior e retal média). A drenagem venosa se faz através do complexo venoso dorsal, que
recebe a veia dorsal profunda do pénis e ramos vesicais, antes de drenar nas veias iliacas
internas. A inervacdo proveém do plexo pélvico. A prostata normal mede 3 a 4 cm na base, 4 a
6 cm na sua dimensao céfalo-caudal e 2 a 3 cm na sua dimensao antero-posterior [1].

Foi publicado por McNeal o conceito de anatomia zonal da prostata. Foram
identificadas trés zonas distintas (Figura 1). A zona periférica representa 70% do volume

prostatico no adulto jovem, a zona central representa 25%, e a zona de transicao, 5%. Essas
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Figura 1: Anatomia Funcional da Prostata, por McNeal [2].
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zonas anatdémicas possuem sistemas ductais distintos; porém o mais importante € que sao
diferentemente afetadas por processos neoplasicos. De 60 a 70% dos carcinomas de préstata
tém origem na zona periférica, 10 a 20% na zona de transicdo e 5 a 10% na zona central. A
hiperplasia prostatica benigna origina-se uniformemente na zona de transicdo, acometendo
também a zona periuretral [1].

O periodo da adolescéncia é 0 que apresenta maior taxa de crescimento da préstata,
estabelecido em cerca de 1,6 grama ao ano, atingindo seu peso fisiologico maximo na idade
adulta, de aproximadamente 20 gramas. O crescimento da préstata é regulado por uma
complexa interacao entre o epitélio e estroma prostaticos [3].

O epitélio da préstata humana consiste em trés maiores componentes celulares: as
celulas basais, luminais e neuroenddcrinas. As células basais sdo achatadas e pequenas na
base da membrana. Elas ndo demonstram receptores androgénicos, sendo consideradas células
precursoras do epitélio prostatico [4].

Independentemente do estimulo androgénico, essas células levam ao crescimento
das células intermediérias, que se proliferam e se deslocam através do compartimento
luminal, em que a diferenciacdo da origem a um grupo de células luminais androgénio-
sensiveis. As células luminais produzem parte do plasma seminal, incluindo o PSA e a
fosfatase &cida prostatica. Entre as células epiteliais, estdo dispersas células neuroenddcrinas,
que podem ter uma funcdo regulatéria através de diversos peptideos, assim como
somatostatina, calcitonina e neurotensina [5].

O estroma prostatico envolve inumeros tipos de células presas em uma matriz
extracelular feita de diversos tipos de colagenos e glicoproteinas. Os fibroblastos e as células
musculares lisas sdo os tipos celulares predominantes, embora as celulas endoteliais
androgénio-sensitivas e células nervosas sejam amplamente representadas [5].

Apbds o crescimento fisioldgico para o tamanho adulto, a prostata entra numa fase
de manutenc¢do, na qual a proliferagdo da célula prostatica ocorre em uma taxa diéria de 1 a
2%, contrabalangada por igual taxa de morte celular programada. O prejuizo nesse equilibrio
poderia ser a causa para a HPB [6,7].
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1- NEOPLASIAS DA PROSTATA

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é o tumor benigno mais comum em homens
e sua incidéncia esta relacionada a idade. A prevaléncia de HPB histoldgica, em estudos de
autopsia eleva-se cerca de 20% em homens com idade entre 41 a 50 anos, para 50% em
homens com 51 a 60 anos e para mais de 90% em homens com mais de 80 anos. Embora a
evidéncia clinica da doenca ocorra menos comumente, os sintomas de obstrucdo prostatica
também estdo correlacionados & idade. Por volta dos 55 anos, 25% dos homens relatam
sintomas de obstru¢do miccional. J& aos 75 anos, 50% se queixam de diminuicdo da forca e
do calibre de seus jatos de urina. Em casos severos pode ocasionar alteracdo irreversivel da
estrutura da bexiga, sepse, insuficiéncia renal e até morte [8].

Trata-se de um processo hiperplasico resultante do aumento no nimero de células.
A avaliacdo microscépica revela um padrdo de crescimento nodular composto de quantidades
variaveis de estroma e epitélio. O estroma compde-se de quantidades distintas de colageno e
musculatura lisa. A diferente representacdo dos componentes histol6gicos na HPB explica, em
parte, a resposta potencial ao tratamento clinico [9].

A repercussdo desse crescimento engloba tanto sintomas irritativos como
obstrutivos. No primeiro, temos: urgéncia, polacidria e noctdria; ja no segundo, diminuicdo da
forgca e do calibre do jato urinario, sensacdo de esvaziamento incompleto da bexiga, dupla
miccdo (nova miccdo até duas horas apds a primeira), esforco miccional e gotejamento
terminal. O grau de obstrucdo é variavel e gradativo, podendo levar a casos de retencdo
urinaria aguda e repercussdes ao trato urinario superior [10].

O cancer de prostata (CaP) é a malignidade mais comumente diagnosticada,
constituindo-se na segunda causa principal de morte por cancer em homens nos Estados
Unidos. Mas, ao contrario da maioria das demais malignidades, que tém idade de pico de
incidéncia, em casos de CaP, a incidéncia continua a aumentar com o avanco da idade [11]. O
risco para toda a vida de um homem com 50 anos de idade para cancer de prostata latente
(detectado como achado casual durante a autopsia e néo relacionado a causa de morte) é de
40%; para a forma clinicamente aparente, 9,5%; e para morte por CaP, 2,9%. Assim, muitos
canceres de prostata sdo indolentes e sem maiores consequencias para 0s pacientes, enquanto

outros sdo agressivos e, caso sejam detectados com demasiado atraso, ou nao sejam tratados,
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resultardo na morte do paciente. Esse amplo espectro de atividade biologica pode dificultar a
tomada de decisdo para o paciente, individualmente [11].

Mais de 95% dos canceres da prostata sdo adenocarcinomas. Dos outros 5%, 90%
sdo carcinomas de células de transicdo e os restantes sdo carcinomas neuroenddcrinos ou
sarcomas [11].

O diagndstico de CaP se baseia efetivamente na arquitetura citoldgica. A camada de
células basais estd ausente nos casos de céncer de préstata, embora esteja presente em

glandulas normais, com HPB e nas lesGes precursoras de CaP [11].
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2- APOPTOSE

O termo “morte celular programada” foi proposto em 1964, para designar um tipo
de morte celular que ocorre de forma ndo acidental [11]. Em 1972, Kerr,Wyllie e Currie
sugeriram o termo apoptose (derivado do grego, que se refere a queda das folhas das arvores
no outono) para indicar esse tipo de morte celular [12]. A apoptose ocorre nas mais diversas
situagBes, como por exemplo, na organogénese e hematopoiese normal e patoldgica, na
reposicdo fisiologica de certos tecidos maduros, na atrofia dos Orgdos, na resposta
inflamatdria e na eliminacéo de células apds dano celular por agentes genotoxicos [13].

De modo geral, a apoptose € um fendmeno rapido: ocorre uma retracdo da célula
que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. As organelas
celulares mantém a sua morfologia, com excecdo, em alguns casos, das mitocondrias, que
podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre condensacdo e se
concentra junto a membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular
forma prolongamentos (blebs) e o nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela
membrana nuclear [14].

Assim, os prolongamentos da membrana celular aumentam de nimero e tamanho e
rompem, originando estruturas que possuem o contetdo celular. Estas porcdes celulares
envoltas pela membrana celular sdo denominadas corpos apoptéticos. Esses sdo fagocitados
por macrofagos e removidos sem causar processo inflamatdrio [14]. Outra caracteristica da
morte por apoptose € a fragmentacdo internucleossémica do DNA, a qual possui um padrao
caracteristico. Uma endonuclease € ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos
variaveis, mas sempre multiplos de 200 pares de base [15]. As alteracbes morfoldgicas
observadas na apoptose sdo conseqiiéncia de uma cascata de eventos moleculares e
bioquimicos especificos e geneticamente regulados [15].

Em humanos, o processo de apoptose ocorre através da associagdo da proteina Bax
a Bcl-2, induzindo a liberacdo da protease associada a apoptose 1 (APAF-1), ativando a
caspase 9, levando a apoptose. As caspases sinalizam para a apoptose e clivam esses
substratos levando a condensacdo e fragmentacdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de
membrana que irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos [16,17]. Sdo

conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis (caspases 3, 6, 7, 8, 9 e 10) participam da
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apoptose. As caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13 e 14 estdo envolvidas na maturacdo de citocinas e
sua contribuicdo, na apoptose, permanece ndo esclarecida [18].

As caspases sdo sintetizadas como precursores inativos denominados zimogénios 3.
Apo6s um sinal de morte celular, elas sdo ativadas por clivagem proteolitica. Essas enzimas
podem interagir com receptores de membrana ou moléculas adaptadoras que contenham
dominios de morte (death domain) [17], pois eles se encontram nas caspases e a presenca
deles permite essa interacdo. As caspases podem ser classificadas de acordo com seu pro-
dominio e seu papel na apoptose. Caspases iniciadoras possuem pré-dominios longos,
envolvidas na iniciacdo da cascata proteolitica. Caspases efetoras apresentam pro-dominios
curtos ou inexistentes, responsaveis pela clivagem de substratos [19]. Entre os diversos
substratos das caspases pode-se citar a mdm-2 (murine double minute), uma proteina que se
liga a p53, mantendo-a no citoplasma. Ao ser clivada pelas caspases, essa proteina libera a
p53 que se transloca para o nucleo, ativando a transcri¢cdo de genes pro-apoptéticos como o
Bax [20].

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por
apoptose que participa ativamente da regulacdo da apoptose [21]. Os membros da familia Bcl,
como Bcl-2 e Bcl-x inibem a apoptose, pois previnem a liberacdo de citocromo ¢ e sdo
chamados de reguladores antiapoptoticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak sdo proteinas pro-
apoptdticas. A expressao de Bcl-2 é capaz de inibir a geracdo de espécies reativas do oxigénio
e a acidificacdo intracelular, bem como estabilizar o potencial de membrana da mitocondria
[22]. A homeostase € mantida pelo controle da quantidade de proteinas antiapoptéticas e pro-
apoptoticas. Estimulos, como dano ao DNA, levam ao aumento na expressdo das proteinas
pro-apoptoticas. Esse desequilibrio induz a apoptose [23].

Entre as proteinas mais estudadas desta familia, estdo a Bax (pro-apoptética) e a
Bcl-2 (antiapoptética) que é superexpressa em adenomas e carcinomas colorretais [24]. As
proteinas Bax e Bcl-2 sdo capazes de formar homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e
heterodimeros (Bax-Bcl-2), sendo que o equilibrio entre esses homodimeros e heterodimeros
pode definir o balango pro-apoptético ou antiapoptdtico na célula [23].

Apo6s um estimulo de morte celular, a Bcl-2 inibe a permeabilizacdo da membrana
externa da mitocéndria, pelo seqiiestro de Bax ou por competir por sitios que seriam ocupados

pela Bax na membrana externa mitocondrial. A Bax pode promover a apoptose através da
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interacdo com a mitocéndria, de forma independente da interagdo com proteinas

antiapoptaticas [24].
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3- REGULACAO DO CRESCIMENTO PROSTATICO NORMAL

A testosterona representa importante estimulador da proliferagdo das células
prostaticas, exercendo sua acao apds se difundir para o interior dessas células. Por agdo da
enzima 5 a-redutase, localizada ao nivel da membrana nuclear, a testosterona é convertida em
5 a-diidrotestosterona (DHT), que se liga a receptores androgénicos (RA) presentes no nucleo
[25,26]. Essa uni&o produz alteracdo da conformacgdo dos RA, expondo segmentos de sua
molécula, com capacidade de se ligar a cadeia de DNA, em pontos proximos, ou dentro dos
genes sensiveis aos androgenos e denominados HRE (hormone response element) [27,28]. A
ligacdo do complexo DHT-RA ao HRE funciona como fator de iniciacdo na transcri¢cdo dos
genes sensiveis aos andrégenos, como a sintese de proteinas que modulam a proliferacdo e a
secrecao das células prostaticas.

A adicdo de DHT a meios de cultura, contendo exclusivamente células epiteliais de
préstata, ndo é capaz de estimular a atividade mitogénica, nem a proliferacdo dessas células
[29]. Dessa forma, foi demonstrado um importante grupo de peptideos, denominados fatores
de crescimento (growth factors ou GF), que tém importante acdo estimuladora sobre a
proliferacdo in vitro dessas células [27,30,31]. Entre eles, temos o epidermal growth factor
(EGF), transforming growth factor (TGF-a), o fibroblast growth factor (FGF) e os insulin
growth factors (IGFI e IGFII), todos apresentando atividade mitogénica mais potente que a
DHT. Esses peptideos, com grande capacidade de se difundirem através de espacos intra e
intercelulares, estdo presentes em grande quantidade no tecido prostatico normal, indicando
um papel paracrino e autdcrino ativo in vivo na proliferacdo das células prostaticas [27].

Os estudos do desenvolvimento da préstata, no periodo fetal, demonstram a
participagdo do estroma local sobre a fisiologia dos elementos epiteliais glandulares [32].
Esses conhecimentos permitiram integrar os dados existentes sobre a influéncia dos
androgenos e dos GF sobre o crescimento da prostata.

Os RA e 5 a-redutase sdo encontrados tanto no epitélio glandular como em ceélulas
do estroma prostatico, tornando esses dois compartimentos sensiveis a agdo da DHT [27,33].
O crescimento e a diferenciacdo da prdstata parecem resultar do efeito indutivo das células do
estroma que, sob influéncia androgénica, produzem mediadores que atuam sobre os elementos

epiteliais da glandula. A presenca de EGF, FGF e IGF e de receptores celulares desses fatores
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em grande quantidade no tecido prostatico [26,34-36] transformou esses GF, principalmente o
EGF, em potenciais mediadores da interacdo estroma-epitelial.

Desse modo, € provavel que, por estimulo da DHT, as células do estroma produzam
GF, que por mecanismos paracrino e autocrino, estimulam receptores localizados na
membrana celular do epitélio glandular e iniciam um processo de sinaliza¢do indutiva, com
ativacdo de genes responsaveis pela producdo de proteinas e multiplicacdo celular. A DHT
também exerceria diretamente essa mesma acgdo indutiva sobre as células epiteliais, porém
menos relevante que as dos GF.

Evidéncias experimentais indicam que 0s estrdgenos tém uma acao permissiva
sobre o crescimento da prostata [35,36]. Em animais castrados, a administracdo de estradiol
com testosterona produz um aumento da glandula mais acentuado que o emprego isolado da
testosterona [37,38]. Como receptores estrogénicos sdo encontrados principalmente nas
células do estroma prostatico [38], é possivel que, nesse local, tanto o estradiol quanto o
estroma tenham a capacidade de induzir a expressdo de genes diferentes daqueles
influenciados pela DHT, e assim exercer um efeito sinergistico sobre a producéo de GF.

Estudos de microdisseccdo em ratos demonstraram que 0s ductos prostaticos
apresentam trés regides com estrutura morfoldgica e funcdo distintas [35,39,40]. A porc¢édo
mais distal e apical dos ductos, constituida por células cilindricas sem atividade secretora,
representa 0 compartimento em constante proliferacio e onde ndo ocorre apoptose. O
segmento intermediario, que corresponde a 90% do contingente glandular, é caracterizado por
células cilindricas sem divisdo e sem apoptose e que S0 responsaveis pela secrecdo ativa da
glandula. Finalmente, a por¢cdo mais proximal dos ductos, junto a luz da uretra, é formada por
células cubdides, sem atividade mitotica ou secretora, mas que evidenciam constante processo
de apoptose. Essa arvore ductal é circundada pelo estroma prostatico, onde fibroblastos e
outras células especializadas parecem controlar o desenvolvimento e fungdo dos diferentes
segmentos glandulares [32,41].

Esse modelo morfofuncional compartimentalizado dos ductos prostaticos tem
implicacdes fisiopatoldgicas relevantes, ja que demonstra que o crescimento da prostata e seu
volume final dependem de um equilibrio entre a proliferacdo celular presente nos segmentos
apicais dos ductos e a velocidade de apoptose, que ocorre nas porgdes mais proximais do

sistema.
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A interacdo estroma-epitelial parece ser distinta em cada segmento ductal. Ao nivel
da porcéo apical, a acdo indutora das células do estroma sobre a proliferacao epitelial parece
ser intermediada por GF, principalmente EGF e FGF [27,40].

Nessa regido ductal, a DHT ndo atuaria diretamente sobre as celulas epiteliais, mas
indiretamente, por meio da inducgéo da producéo de GF pelas células do estroma. O segmento
ductal intermediario é androgeno-sensivel, e suas células respondem diretamente a DHT, que
estimula a funcdo secretora dessas células. As por¢des mais proximais dos ductos prostaticos
caracterizam-se pela ocorréncia de apoptose, principalmente pelo Bcl-2. A DHT influencia
indiretamente as células epiteliais dos ductos proximais, através da producdo de TGF-f, um
regulador da apoptose [42].

A andlise desse modelo permite inferir que a homeostase da prostatica é controlada
por fatores mitogénicos responsaveis pela proliferacdo celular e por fatores inibidores, que
modulam a morte celular ativa. Esses dois processos sdo intermediados pelas células do
estroma prostatico e orquestrados indiretamente pela DHT. Esse esterdide atua de modo
diverso sobre as células do estroma, induzindo a producdo de fatores estimuladores em

algumas areas e inibidores em outras.
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4- LEPTINA

Descoberta, no final de 1994, a leptina (Zhang et al., 1994), um polipeptideo nédo
glicosilado de 16 kD- produto do gene ob- é principalmente produzida e secretada pelo tecido
adiposo, numa quantidade diretamente proporcional ao seu volume, a fim de sinalizar ao
hipotdlamo o grau de energia corporal estocada. E, ainda, capaz de regular a ingesta
alimentar e 0 gasto energético. Sua producdo ocorre também em outros sitios como a
placenta, a mucosa gastrica, pituitaria, hipotdlamo, 0ssos e musculo esquelético [43,44].

Inimeros efeitos metabdlicos alteram a concentracdo da leptina, mas ha maior
relacdo com a insulina. Essa é responsavel tanto pelos niveis séricos da leptina, quanto de seu
RNAmM. Seus niveis sdo aumentados, de acordo com o pico da insulina, apos as refei¢Bes e
diminuidos, com a queda da liberacdo insulinica. O tratamento com glicocorticdides aumenta
sua liberacdo tanto in vivo quanto in vitro, no entanto, ha um ritmo diurno inverso entre estes.
A administracdo de leptina reduz os niveis de corticosterona em ratos ob/ob e embota seu
aumento durante situacfes de estresse. O bloqueio noradrenérgico causa hiperleptinemia, e
aumenta seus niveis de RNAm no tecido adiposo branco [45].

Em humanos, o aumento da leptina coincide ou imediatamente precede a
puberdade. Ha descri¢bes de que roedores submetidos a administracdo de leptina tiveram a
puberdade precipitada, demonstrando relagcdo desse hormonio com o desenvolvimento sexual.
H4, ainda, um aumento desproporcional com relacdo ao volume do tecido adiposo, conforme
a idade progride, devido a resisténcia periférica. Isso pode justificar o aumento ponderal
fisiolégico no envelhecimento [45].

Desde sua descoberta, a leptina ndo tem sido restrita ao campo da obesidade e
efeito anorexigeno, mas também em relagéo ao sistema enddcrino, reprodutor, cardiovascular,
respiratorio, imunologico e cicatricial [45].

A natureza pleotrdpica da leptina é sustentada pelos receptores OB-R, agindo via
transmembrana e demonstrando similaridade estrutural com a familia de receptores de
citocina classe 1, que inclui os receptores de 1L-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, LIF, GH, prolactina,
eritropoietina e outros [45].

O OB-R é expresso como seis isoformas, que sdo OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc, OB-Rd,

OB-Re e OB-Rf. Em humanos e roedores, predominam duas isoformas, o receptor curto OB-
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Ra e o receptor longo, o OB-Rb, sendo este Gltimo considerado a isoforma sinalizadora
completa [46].

OB-Ra e OB-Rc sdo altamente expressos no plexo cordide e microvasos,
demonstrando importancia na passagem pela barreira hemato-encefélica. A isoforma
secretada OB-Re, parece funcionar como uma protecdo a leptina circulante livre. Tem sido
estimado que apenas cerca de 5 a 25% do total de isoformas OB-R esteja localizado na
superficie da célula, sendo a maioria em concentracéo intracelular [47].

Embora haja forte evidéncia, sugerindo o envolvimento da leptina no crescimento
ou desenvolvimento de cancer de prostata, estudos, relacionando a expressdo da leptina e seu
papel no tecido prostatico, permanecem pouco claros. Foi demonstrado que a leptina pode
estimular a proliferacdo e migracdo em linhagens celulares de prostata [48].

Foi demonstrado que a expressdo da aromatase na prostata € alterada no cancer, o
que sugere um papel do estrogénio nesse orgdo [49]. Ainda, foi observada a inducdo da
proliferacdo celular no cancer de mama, através da inibicdo da sinalizacdo pro-apoptotica,
com favorecimento do aumento a sensibilidade ao estrogénio [50]. A inibi¢do da sinalizacdo
da leptina se mostrou uma estratégia efetiva para terapia e prevencao do adenoma e cancer de
colon [51].
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5- OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da leptina na proliferacdo celular, apoptose e expressédo da enzima
aromatase em tecido oriundo de hiperplasia prostatica benigna humana.
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6- MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo de um modelo experimental que correspondesse ao tecido
prostatico mais fidedigno, poderia ser utilizado segmento da prostata oriundo de
cistoprostatectomia radical ou tecido adenomatoso de hiperplasia prostatica benigna. Naquele,
haveria dificuldades para o desenvolvimento do estudo, como: a zona de transi¢do de dificil
isolamento dos demais componentes da prostata e o nimero de casos baixo para uma
amostragem que gerasse resultado confiavel.

Dessa forma, para esse experimento foram utilizados fragmentos de tecidos
prostaticos, oriundos de pacientes submetidos a prostatectomia transvesical. O tecido extraido
corresponde ao adenoma (zonas periuretral e de transicdo da prostata), porcdo do Orgao
implicada na HPB.

Para confirmacdo histopatoldgica da HPB, somente um segmento do adenoma era
extraido, com conservacdo desse tecido em meio RPMI mantido sob condicionamento
térmico em torno de 4 °C e enviado imediatamente ao laboratorio.

No laboratério, o segmento do adenoma foi dividido em quatro fragmentos
simétricos e distribuido em duas placas com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e gentamicina (1ng/ml de meio). As placas foram separadas como grupo
controle- C (somente o meio RPMI com a suplementacdo descrita) e grupo tratado com
leptina- L (16ng/ml de meio), sendo incubadas por 3 horas a 37°C. Ao final da incubacéo, o0s
fragmentos foram acondicionados a -80 °C até posterior analise.

Para a realizagdo do RT-PCR em Tempo Real, o RNA foi isolado com o método do
Trizol conforme protocolo sugerido pelo fabricante (Invitrogen). A concentracédo e pureza do
RNA foram determinadas pela razdo da absorbancia em 260/280 nm, usando
espectrofotdbmetro NanoDrop-1000. O RNA total (1ug) foi tratado com DNase (Invitrogen)
antes de ser transcrito reversamente com a enzima Superscript RT (Invitrogen). O cDNA
resultante foi usado para amplificagdo por PCR em tempo real, utilizando termociclador Bio-
Rad C-1000, com primers (Tabela 1) especificos para cada gene e reagente SyBR Green
(Invitrogen). A quantidade relativa de mRNA foi calculada a partir do ponto, onde cada curva
emerge da linha de base (Ct), pelo método de delta-delta CT. As reacGes foram feitas em

triplicata e normalizadas pela expressao de GAPDH.
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Tabela 1: Sequencia de primers utilizados

Gene Sequencia

FGF-2 CCOTTACCTGGCTATGAAGG forward primer
ACTGCCCAGTTCGTTTCAGT FEVErse primer

Bax GEGEGACGAACTGGACAGTAL forward primer
CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA reverse primer

GAPDH TCGTGGAAGGACTCATGAC forward primer
CCATCACGCCACAGTIT reverse primer

Bcl-2 ATEGTGTETGGAGAGCETCAAL Forward primer

ACAGTTCCACAAAGGCATCC FEVErSE primer
Aromatase GCTTCTCATCGCAGAGTATCCGG forward primer

CAAGGGTAAATTCATTGGGCTTGE FEVEISE Primer

Beol-x COTAGACAAGGAGATGCAGGT forward primer
ACCAGCOGTTGAAGCGCTCCT FEVErSE PIIMEr

Anadlise estatistica: Foi utilizado teste t-student. Dados sdo expressos como média *

erro padrdo. P< 0,05 foi considerado como significativo.

6.1- Caracteristicas do Grupo:

Foram selecionados quinze individuos portadores de HPB, com indicac¢do cirargica
(prostatectomia transvesical) realizada por urologistas do Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle. Para tentar reproduzir resultados mais homogéneos e fidedignos, 0s quinze pacientes
possuiam caracteristicas em comum: auséncia de hiperglicemia de jejum, residuo pos-
miccional acima do volume fisioldgico (até 40 mL)- todos aferidos por ultrassonografia
abdominal e ndo terem sido submetidos a tratamento medicamentoso para os sintomas do
trato urinario inferior.

Vale ressaltar que o tratamento cirdrgico ndo foi recomendado como terapia
primaria, mas escolhido, em conjunto com o0s pacientes, pois 0s mesmos referiram sintomas
moderados a intensos através do questionario IPSS (International Prostate Symptoms Score-
anexo A), com valores acima de 8 e, por ndo apresentarem condigdes financeiras para custear

um tratamento farmacoldgico a longo prazo. Também foram excluidos pacientes com passado
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de uso de cateter vesical de demora devido a possibilidade de contaminacédo e estimulo para
inflamacéo dos tecidos utilizados. Outras comorbidades sob controle ndo foram critérios de
excluséo.

O grupo analisado era predominantemente formado por idosos, com prostatas
volumosas e de grande capacidade obstrutiva (residuo pds-miccional médio de 188mL). Os
valores de PSA total e PSA livre possuiam relac@es condizentes com o critério de benignidade
(maior que 15%), sem necessitar de bidpsia prévia a cirurgia. Nenhum caso possuiu
diagnéstico histopatoldgico de malignidade apos a cirurgia.

As caracteristicas dos individuos analisados seguem abaixo:

Tabela 1. Parametros relevantes para a escolha dos pacientes inseridos no experimento

(apéndice).

Parametros Média Valor minimo Valor méximo
Idade (anos) 70,8 59 77

IMC (Kg/m?) 21 19 24
Prostata (g) 98 87 164

PSA total (ng/mL) 3,84 1,28 6
Residuo

poés-miccional (mL) 250 63 570
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7- RESULTADOS

Apos o tratamento com leptina, foram analisados através da técnica de RT-PCR os
marcadores Bax (pré-apoptético), Bcl-2 e Bcl-x (anti-apoptoticos), FGF-2 (estimulo ao
crescimento celular) e aromatase (realiza a conversao de testosterona em estrogénio).

A figura abaixo mostra que o tratamento com leptina leva a um aumento da

expressdo de Bax (gene pro-apoptético), quando comparado ao grupo controle.
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Figura 2: Expressdo do gene Bax em tecido oriundo de hiperplasia prostatica benigna
apos tratamento com leptina a 16ng/mL (L) ou ndo (C) por 3 horas. Os dados sao
expressos como media * erro padrdo de 15 amostras. Letras diferentes significam
diferenca significativa.

A figura abaixo mostra que o tratamento com leptina leva a uma diminuicdo da

expressao de Bcl-2 (gene anti-apoptotico), quando comparado ao grupo controle.
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Figura 3: Expressdo do gene Bcl-2 em tecido oriundo de hiperplasia prostatica benigna
apods tratamento com leptina a 16ng/mL (L) ou ndo (C) por 3 horas. Os dados séo
expressos como media = erro padrdo de 15 amostras. Letras diferentes significam
diferenca significativa.

Na figura 4, podemos observar que o tratamento com leptina leva a uma diminuigéo

da expressdo de Bcl-x (gene anti-apoptético), em relagdo ao grupo controle.
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Figura 4: Expressdo do gene Bcl-x em tecido oriundo de hiperplasia prostatica benigna
apods tratamento com leptina a 16ng/mL (L) ou ndo (C) por 3 horas. Os dados séo
expressos como media = erro padrdo de 15 amostras. Letras diferentes significam
diferenca significativa.

A figura 5 expGe a diminuicdo da expressdo de aromatase, quando o tecido foi

estimulado com leptina, em comparagdo com o grupo controle.
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Figura 5: Expressdo da aromatase em tecido oriundo de hiperplasia prostatica benigna
apods tratamento com leptina a 16ng/mL (L) ou ndo (C) por 3 horas. Os dados séo
expressos como media £ erro padrdo de 15 amostras. Letras diferentes significam
diferenca significativa.

Na figura 6, podemos observar que o tratamento com leptina ndo alterou a

expressao de FGF-2, em relacdo ao grupo controle.
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Figura 6: Expressdo do gene FGF-2 em tecido oriundo de hiperplasia prostatica benigna
apos tratamento com leptina a 16ng/mL (L) ou ndo (C) por 3 horas. Os dados sdo
expressos como media = erro padrdao de 15 amostras. Letras diferentes significam
diferenca significativa.

A figura 7 demonstra o resultado da quantificacio morfométrica da
imunohistoquimica para PCNA. Houve maior marcacao no tecido tratado com leptina, quando

comparado com o grupo controle.
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Figura 7: A marcacdo nuclear avaliada pela técnica de PCNA por imunihistoquimica,
em tecido oriundo de hiperplasia prostatica benigna ap6s tratamento com leptina a
16ng/mL (L) ou néo (C) por 3 horas. Os dados sdo expressos como media * erro padrao
de 15 amostras. Letras diferentes significam diferenca significativa.
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A fotomicrografia referente a imunomarcacéo esta apresentada abaixo, na figura 8.

Figura 8: A fotomicrografia da técnica de PCNA por imunohistoquimica, em tecido
oriundo de hiperplasia prostatica benigna, apos tratamento com leptina a 16ng/mL (A)
ou ndo (B) por 3 horas, em 15 pacientes. Aumento de 600X. Controle negativo a
esquerda (A).
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8- DISCUSSAO

A prostata € um 6rgdo sexual acessorio que produz substancias fundamentais para a
eficacia do esperma, na fertilizagdo dos dvulos, no trato reprodutivo feminino. E capaz de
produzir, atraves das células neuroenddcrinas, peptideos como a somatostatina, calcitonina e
neurotensina. Sua secrecdo é um fluido que contém célcio, citrato, fosfato, enzima de
coagulagdo e profibrinolisina. O fluido prostatico possui uma caracteristica alcalina que é
importante para o sucesso da fertilizagdo do Ovulo, principalmente para a manutencdo da
vitalidade dos espermatozéides no trato genital feminino [52].

E demonstrado por trabalhos recentes que a leptina, apesar de ter sua concentracao
mais presente no tecido adiposo, com efeito de saciedade alimentar via hipotdlamo, possui
acdo importante, no desenvolvimento do sistema reprodutivo, além de influenciar no
crescimento dos 6rgaos sexuais na idade adulta [53].

Sabe-se que apds o crescimento fisioldgico para o tamanho adulto, a préstata entra
numa fase de manutencdo, em que a proliferacdo da célula prostatica ocorre numa taxa diaria
de 1 a 2%, contrabalancada por igual taxa de morte celular programada. Esse equilibrio é
importante para um crescimento normal da glandula e é mantido pelo controle da quantidade
de proteinas antiapoptoticas e pro-apoptoticas.

A leptina é um dos fatores mais importantes, além do horménio foliculo
estimulante e o hormdnio luteinizante, na regulagéo do sistema reprodutivo [54]. Assim como
em outros tecidos do sistema reprodutivo, a prdstata ndo somente expressa receptores da
leptina, como também sintetiza esse horménio [55,56]. A leptina foi associada com doencas
da prostata, mas o papel desse horménio no tecido prostatico normal ou patologico ainda néo
foi elucidado.

Diversos artigos demonstram que existe uma ligacdo entre a obesidade e neoplasias
da préstata, como a HPB e o CaP [57,58]. Um aumento na expressdo da leptina no tecido
prostatico é atribuido tanto na progressao, quanto no aumento do grau de malignidade do CaP
[59]. Ainda, é relatado que a concentracdo sérica de leptina, assim como o montante de
leptina no tecido, podem ser atribuidos a progressdo de diversos tipos de cancer além da
prostata. [60,61]. A despeito de artigos que demonstram que a leptina estimula a proliferacdo

celular na HPB, ndo se tem conhecimento sobre os efeitos diretos da leptina na préstata
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humana. Dessa forma, acredita-se que esse projeto seja 0 primeiro a demonstrar o efeito direto
da leptina na préstata humana, utilizando um ensaio de cultura in vitro.

O equilibrio entre a proliferacdo e a apoptose é muito importante para manter o
crescimento fisioldgico da prostata de um adulto [6,7]. Baseado nisso, qualquer fator que
altere esse equilibrio pode resultar em um crescimento desordenado da prostata. O tratamento
com leptina levou a um importante aumento na expressao do gene pro-apoptético Bax e uma
reducdo na expressdo dos genes antiapoptdticos Bcl-2 e Bcl-x, sugerindo que uma das fungdes
da leptina na prostata é a de favorecer a reacdo apoptoética. Corroborando com a literatura
[62], os resultados obtidos demonstram que Bcl-2 é mais expresso que outros genes
apoptoticos. O tratamento com leptina ndo mudou essa rela¢do. A imunohistoquimica com a
técnica de PCNA demonstrou ainda, que leptina estimulou a proliferacdo celular, de acordo
com um estudo em que a leptina levou a proliferacdo e migracdo em linhagens celulares de
préstata [48]. A combinacdo desses resultados sugere que na préstata, a leptina é importante
para manter seu tamanho fisioldgico na fase adulta, pelo estimulo tanto a apoptose quanto a
proliferacdo celular.

Sabe-se que a prostata € fortemente influenciada pelos andrégenos, cujos efeitos
sdo mediados por interacGes entre os componentes epitelial e estromal, atraves dos fatores
paracrinos e atocrinos. O FGF foi o primeiro fator de crescimento isolado na prostata, com
efeitos mitogénicos nas células estromais e epiteliais [3]. A DHT é o androgénio mais potente
no estimulo da prostata. Esse hormdnio possui uma importante funcdo na modulacdo do
crescimento da prostata, ja que possui influéncia em sua homeostase, que é controlada por
fatores mitogénicos e inibidores, que sdo responsaveis pela proliferacdo celular e morte
celular, respectivamente [63]. No trabalho apresentado, como ndo houve alteracdo na
expressao do gene FGF2 pelo tratamento com a leptina, pode-se sugerir que esse hormonio
possui um efeito direto e local na proliferagdo, que ndo é mediado pelo FGF.

A regulacdo do estrogénio pode ser considerada como um fator de risco no
desenvolvimento da HPB e do CaP [64-66]. Um aumento na expressdao da aromatase €
demonstrado em diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de prostata [49] e de mama [67].
Foi demonstrado que a leptina aumenta a expressdo da aromatase, da atividade do horménio
luteinizante [68] e na linhagem celular MCF-7 [69]. Nesse estudo, foi observado que o

tratamento com leptina levou a um decréscimo na expressao da aromatase, sugerindo que, na
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préstata, a leptina teria um efeito protetor contra o crescimento anormal, considerando 0s
efeitos de proliferacédo celular e apoptose desse hormanio.

Foi demonstrado em um modelo animal que a préstata é dependente dos efeitos
androgénicos e estrogénicos associados para evocar um padrdo de crescimento anormal ou
resultante de malignidade [70]. De acordo com o efeito protetor que a leptina parece ter nesse
modelo in vitro, pode-se sugerir que, in vivo, a acdo da leptina na prostata é dependente de
outros hormonios. Dessa forma, a falta de interagcdo com outros hormonios, no estudo in vitro,

pode ser responsavel pela diferenca entre os efeitos in vitro e in vivo da leptina.
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0- CONCLUSAO

A leptina, de forma isolada na prostata humana, parece possuir um importante papel
na manutencdo do crescimento fisiol6gico desse 6rgdo. Esse efeito pode ser alcangado, pelo
fato da leptina estimular, tanto o crescimento celular, quanto a apoptose, assim como a

diminuicdo na expressao do gene da aromatase.
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