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Santana LCL. Impacto de andrégenos sobre a proliferacdo e atividade de fibroblastos e
ceélulas epiteliais em cultura celular [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia de Araraquara da UNESP; 2016.

RESUMO

Hormdnios esteroides sexuais participam de diversos eventos celulares e moleculares, e
exercem influéncia sobre o epitélio e tecido conjuntivo do periodonto. A testosterona (T),
principal hormdnio androgénico, pode ser convertida em estradiol (E;) pela acdo da enzima
aromatase, ou em di-hidrotestosterona (DHT) pela ag¢ao da enzima Sa-redutase. Para elucidar
0 impacto de andrdgenos sobre as células que compdem os tecidos conjuntivo e epitelial,
fibroblastos e queratinocitos foram avaliados em relagdo aos efeitos de diferentes
concentracdes de T e DHT, além da exposicdo ao anastrozol (ANA), flutamida (FLU),
fulvestranto (FUL), e as associacdes farmacoldgicas T+ANA, T+FLU e T+FUL. Os
resultados do presente estudo indicaram que, de modo geral, hormdnios esteroides
androgénicos exercem efeitos opostos sobre eventos celulares de fibroblastos gengivais
humano e celulas epiteliais HaCaT em cultura celular. Enquanto a T e a DHT agem
promovendo o aumento da proliferacdo e atividade de fibroblastos, a exposicdo de celulas
HaCaT a estes mesmos androgenos resulta em inibi¢do ou exiguidade do crescimento celular,
atividade metabdlica ou a capacidade de repovoamento da area de arranhdo in vitro. Além
disso, o tratamento farmacoldgico com ANA, FLU, FUL, e suas respectivas associaces a T,
parece influenciar eventos celulares de fibroblastos gengivais humano e células epiteliais

HaCaT in vitro.

Palavras-chave: Fibroblastos, Horménios esterdides gonadais, Androgénios.



Santana LCL. Androgens impact on gingival fibroblasts and epithelial cells proliferation and
activity in cell culture [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2016.

ABSTRACT

Sex steroid hormones take part in different cellular and molecular process and exert their
functions on the epithelium and connective tissue of the periodontium. Testosterone (T), the
main androgenic hormone can be converted to estradiol (E2) through the aromatase enzyme
action, or into dihydrotestosterone (DHT) by 5a-reductase activity. To elucidate the impact of
androgens on the cells that constitute the connective and epithelial tissues, fibroblasts and
keratinocytes were evaluated under the effects of different concentrations of T and DHT,
besides to be both exposed to anastrozole (ANA), flutamide (FLU), fulvestrant (FUL), and the
pharmacological associations T+ANA, T+FLU and T+FUL. The results of this study
indicated that, in general, androgenic steroid hormones exert opposite effects on cellular
events of human gingival fibroblasts and epithelial cells. While androgens act stimulating
gingival fibroblasts, in HaCaT cells androgens promotes a shortage or inhibition of cell
growth and activity. Furthermore, pharmacological treatment with ANA, FLU, FUL, and their
associations to T, appears to influence cellular events of human gingival fibroblasts and

HaCaT cells in vitro.

Keywords: Fibroblasts, Gonadal steroid hormones, Androgens.
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1 INTRODUCAO

A sintese e o controle de horménios esteroides gonadais ocorre por meio de um
processo autorregulador via eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, por meio do estimulo do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) (Mawhinney, Mariotti®, 2013). Com o passar
da idade, constata-se que a diminuicdo da sintese de GnRH é acompanhada pela reducdo dos
niveis séricos de testosterona, indicando o encerramento do periodo reprodutivo no homem
(Gruenewald et al.?”, 2000; Keenan, Veldhuis®®, 2004; Zhang et al.*®, 2013).

Niveis subfisioldgicos de testosterona, em geral, menor que 300 ng/dL em adultos
(Bhasin et al.®, 2010), tém sido associados & letargia, depressdo, diminuicdo da libido,
diminuicdo da massa muscular e 6ssea (Liu et al.*®, 2004), disfuncdo erétil (Zitzmann et al.%,
2006), resisténcia & insulina, osteopenia (Veldhuis®, 2008), osteoporose, sindrome metabélica
e diabetes mellitus do tipo 2 (Yeap®™, 2009). Por outro lado, os efeitos de niveis
suprafisiolégicos de testosterona, maior que 700 ng/dL (Bhasin et al.?, 2010), podem incluir
alteracdes cardiovasculares (Kanayama et al.*’, 2008), disfuncdo sexual, toxicicidade as

células hepaticas (Welder et al.®

, 1995), além de efeitos psiquicos, somaticos e
comportamentais (Clark, Henderson®, 2003; Van Amsterdam et al.®', 2010). Logo, a
manutencdo de niveis fisiologicos de GnRH e horménios esteroides gonadais mostra-se
favoravel para o equilibrio das funcdes metabdlicas e do sistema imune (Tanriverdi et al.?’,
2003).

Apesar das acdes de hormdnios esteroides sexuais sobre as células residentes no tecido
periodontal ainda ndo terem sido completamente elucidadas (Mariotti, Mawhinney*’, 2013),
um estudo clinico caso-controle reportou o aumento da area gengival causado pelo uso
prolongado de esteroides androgénicos anabolizantes, por atletas levantadores de peso
(Ozcelik et al.?, 2006). Recentemente, 0 nosso grupo evidenciou que tanto niveis
subfisiolégicos quanto suprafisiologicos de testosterona foram responsaveis pelo
espessamento da area gengival, sugerindo o papel regulador deste hormdnio sobre as células
que comp&em os tecidos conjuntivo e epitelial (Steffens et al.”, 2012).

Assim, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a influéncia de andrdgenos sobre

eventos celulares e moleculares de fibroblastos e células epiteliais em cultura celular.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Sintese e Controle de Hormonios Esteroides Gonadais

O hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) representa a classe de neuropeptideos
que desempenham papel regulador na cascata hormonal reprodutiva (Veldhuis®, 1999; Millar
et al.>!, 2004; Ubuka et al.*°, 2013). Produzido e controlado por meio de um sistema dinamico
autorregulador via eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, o GnRH é responsavel por estimular a
producdo de horménios esteroides gonadais, via acdo das gonadotrofinas hormdnio foliculo
estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH), respectivamente, sobre o foliculo ovariano e
as células intersticiais de Leydig nos testiculos. Por conseguinte, a testosterona e o estradiol
produzidos por estimulos gonadotroficos exercem papel regulador no processo de sintese do
GnRH (Figura 1), além de exercerem suas fungdes em diferentes processos fisiologicos do
organismo (Mariotti, Mawhinney*’, 2013; Mawhinney, Mariotti>°, 2013).

Entre os androgenos, a testosterona é o principal hormdnio androgénico, e pode ser
convertida em estradiol (E,) pela acdo da enzima aromatase, ou em di-hidrotestosterona
(DHT), androgeno nao-aromatizavel, pela acdo da enzima So-redutase (Sinnesael et al.”,
2011; Mariotti, Mawhinney*’, 2013).

Figura 1 - Controle da sintese de horménios sexuais via eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal no género
masculino: T- testosterona; E,- estradiol; DHT- di-hidrotestosterona; GnRH- hormonio liberador de
gonadotrofinas; ICSH- hormdnio estimulador de células intersticiais.

Endorphins
> T (plasma)
DHT

-----:li--Ez(pIasma)<--.~

Hipotalamo

Pituitaria
Posterior

Pituitiria \/./

; Testiculo
Anterior

Autor: Adaptado de Mawhinney, Mariotti*®, 2013.
Fonte: Periodontol 2000. 2013; 61(1): 232-51.



14

De modo geral, hormdnios esteroides sexuais exercem papel central na reproducédo
humana, na diferenciacdo do trato reprodutor, no desenvolvimento do esqueleto e da
musculatura esquelética, na homeostase 6ssea, além de regularem processos metabdlicos nas
glandulas salivares, no figado e nos rins (Mooradian et al.>}, 1987; Shiau et al.”*, 2014).
Porém, para que exercam acdo, é fundamental sua ligacdo a receptores intracelulares,
presentes no citoplasma e no ndcleo celular, de forma a desencadear uma sequéncia de
eventos gendmicos responsaveis pela sintese de proteinas que exercem seus efeitos bioldgicos

em diferentes células e tecidos-alvo (Mariotti, Mawhinney*’, 2013) (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismo de acdo de hormodnios esteroides gonadais: S- hormdnio esteroide gonadal;
DNA- 4cido desoxiribonucleico; mRNA- acido ribonucleico mensageiro.

“ MRNA J Transcrigao :
b
Efeitos ‘.\/\/\/\/\/\“.
. J & *
S & 2
Bioldgicos .;/. tas®

mRNA Translagio

Novas Ribossomo

Proteinas

Autor: Adaptado de Mariotti, Mawhinney*’, 2013.
Fonte: Periodontol 2000. 2013; 61(1): 69-88.

2.2 Receptores Hormonais, Antiandrogenos, Antiestrogenos

Receptores de androgeno (AR), progesterona (PR) e de estrégenos-a ¢ - (ER-a, ER-
B) sdo expressos por diversas células e constituem a classe de receptores nucleares hormonais
(Blauer et al.’®, 1991; Liang et al.*, 1993; Wilson, Mcphaul®®, 1996; Enmark et al.?*, 1997).
Os receptores nucleares compartilham similaridades estruturais, e podem ser divididos em trés
grupos: 1) receptores hormonais; 2) receptores 6rfdos; e 3) receptores 6rfdos adotados. Estes

receptores possuem quatro regifes: A regidao A/B (dominio N-terminal de ativacdo da funcéo



15

1; AF-1), a regido C (dominio de ligacdo ao DNA; DBD), a regido D (regido de dobradica), e
regido E/F (dominio de ligacdo ao ligante; LBD), sendo as regides C e E/F as mais
conservadas. A ligagdo especifica de hormonios esteroides sexuais a regido LBD de seus
respectivos receptores hormonais gera o recrutamento de correguladores da transcricao
responsaveis por ativar a inducdo ou repressio de genes-alvo (Mariotti, Mawhinney*’, 2013;
Yang et al.”’, 2014) (Figura 3). Estudos tém demonstrado que a expressdo do AR pode variar
entre os diferentes tecidos humanos (Wilson, Mcphaul®®, 1996) e até mesmo, entre diferentes

espécies de roedores (Jahan et al.*, 2015).
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Figura 3 - Organizacéo estrutural e funcional de receptores nucleares. A- estrutura comum ilustrando
o dominio N-terminal ativador da funcdo 1 (regido A/B), que regula a ativagdo transcricional
independente do ligante; o dominio de ligagdo ao DNA (DBD), que dita a resposta especifica de
reconhecimento do elemento (regido C); a regido de dobradica (regido D), que estabelece a ligacdo
entre 0 DBD e o LBD (regido E/F). B- estrutura multi-dominio do complexo HFN4-o/DNA. A
estrutura do homodimero fator nuclear de hepatocitos-a. (HFN4-0) inclui DBD (rosa), dobradica
(verde), LBD (laranja) formando um complexo com a sequéncia de DNA (a esquerda) e o ligante
(pontos verdes). C- ampliacdo do monémero LBD HFN4-a ilustrando uma estrutura de trés camadas
“sanduiche”. D- regulacdo metabdlica ilustrando que o complexo de ligacdo aos receptores nucleares
promove 0 recrutamento de proteinas co-ativadoras responsaveis por aumentar a atividade de
transcricdo génica. Receptores nucleares ligam-se a molécula de DNA como mondmeros,
homodimeros (receptores hormonais), e heterodimeros.

Regido de
Dobradiga

'

Dominio AF-1 DBD LBD AF-2
Transativagdo  Ligagéo ao Ligagdo ao Ligante
Funcdo Ligante DNA Ligagéio ao Corregulador
Independente  Dimerizagéo Transativagdo
Dimerizagéo

Localizagdo Nuclear

B LBD Coativador €

Coativador

DBD : s
Ligand-binding pocket
DNA HNFda homodimer  LLBD Coativador
(PDB ID: 4IQR)
D Mondmero Homodimero Heterodimero
coativador coativado: coativador
.d.. T : 1.. [ o
B ) oSl igand @ igan
bt RevErb - ER HNF4a o 'RXI? ‘ VDR PPARs
ROR LBD/ TR PXR
4

LXR FXR

SF-1

MR

/

( DBD ) Iranscription i)BD w/"DBD\' Transcription '/]K)BD"'\ DBﬁ ) Transcription
/ — N ) 2 4
‘ NRRE m Gene-alvo l( ’ NRRE K;x!n Gene-alvo ! ‘ NRRE K!x*n Gene-alvo !

Autor: Adaptado de Yang et al.”’, 2014.
Fonte: Mar. Drugs. 2014; 12(2): 601-635.

Entretanto, a inibi¢do dos receptores de androgenos (AR) e de estrogeno (ER) pode ser
mediada, respectivamente, por antiandrogenos e antiestrégenos. O fulvestranto, antagonista
do ER, age rompendo a dimerizagdo e a localizacdo nuclear deste receptor, blogueando a
atividade de transcricdo génica, acelerando a degradacdo do ER. Logo, o fulvestranto €
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responsavel por inibir a atividade de genes regulados por estrdgenos, como aqueles associados
a neoplasias (Osborne et al.®*, 2004) (Figura 4). Por outro lado, a flutamida, um antiandrégeno
ndo-esteroidal, compete com andrdgenos pelo sitio de ligacdo ao AR, e seus mecanismos
estruturais de inibicdo génica ainda néo foram esclarecidos (Tan et al.?°, 2015).

Figura 4 - Mecanismo de acdo do fulvestranto que compete com estrogenos pelo sitio de ligagdo a
regido LBD do receptor de estrogeno, regulando a expressdo génica a nivel transcricional. ERE-
elemento responsivo ao estrogénio; ER- receptor de estrogeno; F- fulvestranto.
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Autor: Adaptado de Osborne et al.%t, 2004
Fonte: Br J Cancer. 2004; 90(1): S2-6.

2.3 Mecanismo de Acio da Enzima Sa-Redutase

Codificadas, respectivamente, pelos genes SRD5A1 e SRD5A2, as enzimas Sa-
redutase do tipo | e do tipo Il atuam na conversao de testosterona em DHT, andrdgeno nédo-
aromatizavel e metabolicamente mais ativo que o seu precursor. A isoenzima do tipo | é mais
comumente expressa por fibroblastos da derme, queratindcitos da epiderme e foliculares,
glandulas sudoriparas, e glandulas sebaceas da pele, enquanto que a isoenzima do tipo Il é
mais comumente expressa na prostata, epididimo, vesicula seminal, e tecidos genitais (Li et
al.*?, 1995; Aggarwal et al.', 2010). Além disso, agio da enzima 5o-redutase tem sido
observada na linhagem HaCaT de células epiteliais (Altenburger, Kissel’, 1999) e em
fibroblastos gengivais (Soory, Virdi’®, 1998). A reducéo de testosterona em DHT envolve um
mecanismo de acdo complexo entre a enzima S5a-redutase, fosfato de dinucleotideo de

nicotinamida e adenina (NADPH) e testosterona, que resulta em redugOes seletivas nas
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regides dos carbonos 4 e 5 do anel aromatico da testosterona (Aggarwal et al.*, 2010) (Figura
5).

Figura 5 - Mecanismo de agdo da enzima 5a-redutase, responsavel pela conversdo de testosterona em
DHT.

So-redutase
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Autor: Adaptado de Aggarwal et al.!, 2010.
Fonte: Steroids. 2010; 75(2): 109-53.

2.4 Mecanismos de Acdo da Aromatase e de Inibidores da Aromatase

O entendimento da acao bioldgica promovida pela enzima aromatase contribuiu para o
desenvolvimento racional de farmacos com acdo molecular, para o tratamento de neoplasias
(Santen et al.”®, 2009). Pertencente a grande familia do citocromo P450, o gene CYP19A1,
presente em mdaltiplos tecidos, encontra-se no locus cromossdmico 15qg21.2, sendo o
responsavel pela codificacdo da enzima aromatase (Simpson’®, 2003), expressa por diversos
tipos celulares como osteoblastos, osteoclastos (Nawata et al.>®, 1995) e fibroblastos da pele
(Harada®', 1992). Responsavel pela conversdo de andrégenos em estrégenos (Chumsri et al.**,
2011; Hong et al.**, 2011), a enzima aromatase representa a principal via extraglandular para a
sintese de estrogenos, sendo esta via importante para a manutencao deste horménio a niveis
fisioldgicos, principalmente em mulheres pés menopausa (Santen et al.”®, 2009). Entre os
inibidores da enzima aromatase, 0 exemestano possui estrutura quimica similar aos
andrdgenos, e portanto, representa um inibidor esteroidal de ligacdo irreversivel, causando
inibicdo permanente desta proteina. Alternativamente, o letrozol e o anastrozol representam a

classe de inibidores ndo-esteroidais, que competem com andrégenos pelo sitio de ligacdo a
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enzima aromatase, possuindo um grupamento funcional triazol, responsavel por modificar as

propriedades cataliticas desta mesma enzima (Figura 6) (Hong et al.**, 2011).

Figura 6 - Mecanismos de acdo da enzima aromatase e dos inibidores esteroidal e ndo-esteroidais da
enzima aromatase.
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Autor: Adaptado de Hong et al.*, 2011.
Fonte: Steroids. 2011; 76(8): 802-6.

2.5 Efeitos Biologicos de Hormonios Esteroides Sexuais Sobre os Tecidos Conjuntivo e

Epitelial

Os efeitos de androgenos e estrdgenos sobre o tecido conjuntivo e epitelial tém sido
elucidados em modelos de reparo tecidual, onde a ovariectomia, responsavel pela diminuigéo
dos niveis de estrdgeno, aumenta a expressdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-o), fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (MIF) e
interleucina-6 (IL-6), promove a diminuicdo da sintese de proteinas da matriz, diminuicdo da
contracdo e da reepitelizacdo de feridas cuténeas, além do atraso no processo de cicatrizacdo
tecidual, sendo estes tracos revertidos pela administracdo de estrogeno (Pirila et al.®®, 2002;
Ashcroft et al.>, 2003; Mills et al.*?, 2005; Romana-Souza et al.*®, 2014). Em contrapartida,
foram demonstrados os efeitos adversos de androgenos na cicatrizagcdo de feridas cuténeas,

devido, em parte, a conversdo de testosterona em DHT pela agdo da enzima 5a-redutase,
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sendo que o bloqueio farmacoldgico desta enzima acelera o processo de reparo tecidual e
diminui os niveis de IL-6 tecidual (Gilliver et al.?®, 2006; Gilliver et al.**, 2009).
Corroborando com os estudos in vivo realizados por Gilliver et al.” (2006) e Gilliver et al.*
(2009), um estudo em humanos demonstrou que niveis elevados de testosterona em adultos
jovens (7.46+.21 ng/mL em homens; 2.64+.31 ng/mL em mulheres) estiveram associados ao
processo de reparo tecidual tardio na regido da mucosa oral do palato, sendo este efeito
inevidente em homens idosos (50-88 anos), além de exercer o efeito oposto em mulheres
idosas (50-88 anos, pés-menopausa) (Engeland et al.”%, 2008). A relevancia dos efeitos
biol6gicos mediados pelo receptor de andrégeno foi observada em camundongos
transgénicos, em que o silenciamento genético do receptor de andrégeno (ARKO) promoveu
resultados semelhantes a orquiectomia e a inibicdo farmacoldgica do receptor de androgeno
por flutamida, estimulando o processo de reparo tecidual, a deposicdo de colageno, a
diminuicdo do infiltrado de celulas inflamatdrias e expressédo tecidual de IL-6 e TNF-a
(Ashcroft, Mills*, 2002; Lai et al.*°, 2009; Romana-Souza et al.®®, 2014).

Analisados em conjunto, estes resultados demonstram o papel modulador de
androgenos/AR e estrogenos/ER sobre a resposta imune-inflamatéria (Cunningham,
Gilkeson'®, 2011; Lai et al.**, 2012), além dos efeitos opostos que exercem sobre o0s tecidos
conjuntivo e epitelial durante o processo de cicatrizagdo tecidual (Romana-Souza et al.”,
2014).

2.6 Papel de Hormonios Esteroides Sexuais Sobre os Tecidos Periodontais

Assim como nos tecidos da pele, receptores de hormdnios esteroides sexuais Sao
expressos por diversas células do periodonto (Mariotti, Mawhinney*’, 2013), os quais podem
contribuir para progressao das doencas periodontais (Mascarenhas et al.**, 2003).

Apesar de mulheres gravidas apresentarem maiores indices de gengivite (Tilakaratne
et al.®8, 2000), a deficiéncia de estrogeno pode ser considerada um fator coadjuvante para a
manifestacio da doenca periodontal (Reynolds et al.®®, 2004; Haas et al.?°, 2009). Em modelos
animais de doenca periodontal, foi constatada a maior reabsorcao déssea alveolar em fémeas
ovariectomizadas (Bezerra et al.”, 2013; Blasco-Baque et al.?, 2012; Chen et al.*3, 2015; Dai et
al.'®, 2016), além de maior expressdo de citocinas pré-inflamatérias como inteleucina-1 beta

(IL-1PB), IL-6 e TNF-a no tecido conjuntivo gengival, visto que a suplementacdo com estradiol
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promoveu a reducdo da resposta imune-inflamatéria nos tecidos gengivais, sugerindo o papel
anti-inflamatério deste horménio esteroide na doenca periodontal (Blasco-Baque et al.’,
2012).

Similarmente aos efeitos causados pela diminui¢do dos niveis de estrégeno (Haas et
al.?®, 2009), foi demonstrado que a privacdo de andrégenos em homens e animais esta
associada a maior susceptibilidade & doenca periodontal (Famili et al.??, 2007; Wang et al.®*,
2016), e que o uso prolongado de horménios androgénicos foi responsavel pelo espessamento
gengival em atletas levantadores de peso (Ozcelik et al.®?, 2006). Além disso, em modelos de
doenca periodontal induzida por ligaduras, observou-se maior perda dssea alveolar e
diminuicdo dos niveis de fosforo e fosfatase alcalina promovidos por doses elevadas de
testosterona (Steffens et al.”®, 2014), aumento da expressdo de IL-1p nos tecidos gengivais
devido a orquiectomia, maior perda Ossea alveolar ocasionada tanto pela inibicdo
farmacolégica de receptores de andrégenos quanto por orquiectomia (Steffens et al.”’, 2015),
alem do aumento da area gengival associado a niveis subfisiologicos e suprafisiologicos de
testosterona (Steffens et al.”®, 2012).

Diante destes resultados, é possivel afirmar que assim como nos tecidos da pele,
horménios esteroides sexuais desempenham papel modulador nos tecidos periodontais, e
podem influenciar a progresséo das doencas periodontais (Guincii et al.”®, 2005). Todavia, 0s
mecanismos de acdo e interacdo entre hormdnios esteroides sexuais e as células residentes dos
tecidos periodontais ainda ndo foram completamente elucidados (Mariotti, Mawhinney®’,
2013).

2.7 Efeitos de Hormonios Esteroides Sexuais Sobre Fibroblastos e Células Epiteliais

Os efeitos de hormonios esteroides sexuais e seus precursores foram avaliados sobre
fibroblastos dérmicos em cultura celular, onde foi observado que o tratamento com 17-
estradiol e dehidroepiandrosterona (DHEA) suscitou o aumento da migracéo celular, sendo o
efeito da DHEA inibido pela administracdo de anastrozol que, isoladamente, ndo influenciou
a migracdo de fibroblastos em cultura celular (Stevenson et al.®°, 2009). Similarmente, foi
demonstrado que a diminuicdo da viabilidade celular ap6s os tratamentos com doses
crescentes de DHEA, DHEA-sulfato, testosterona, anastrozol e 17p-estradiol ndo exerceram

influéncia sobre a migracéo de fibroblastos e células epiteliais em cultura celular. Ademais, a
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testosterona (50nM) e o 17B-estradiol (1nM) foram responsaveis por acelerar a migragdo de
ambos tipos celulares, sendo o efeito parcial da testosterona completamente revertido pelo
anastrozol (100nM) que, por si sO, ndo interviu na migracdo de fibroblastos ou células
epiteliais in vitro (Pomari et al.?’, 2015).

O efeito modulador da testosterona foi verificado sobre eventos celulares e
moleculares de fibroblastos de origem cardiaca em cultura celular, onde o tratamento com
10nM de testosterona foi responsavel por inibir a migracéo, proliferacéo, e diferenciacdo de
miofibroblastos, induzidas por fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B1), além da
sintese de colageno induzida por TGF-B1 e angiotensina II, sendo estes efeitos inibitdrios
suprimidos apds a administracdo de 5 uM de nilutamida, antagonista do receptor de

andrégeno (Chung et al.®®

, 2014). Todavia, estes autores demonstraram o0s efeitos
inexpressiveis do uso isolado de testosterona sobre eventos celulares e moleculares de
fibroblastos, em conformidade com resultados anteriores que demonstraram os efeitos exiguos
de concentracdes de DHT 10nM e 100nM sobre a migracéo e proliferacdo de fibroblastos da
derme (Gilliver et al.**, 2009).

Em contrapartida, foi observada maior proliferacao de fibroblastos gengivais humanos
em cultura celular ap6s a administragdo de DHT, devido, em parte, ao aumento da expressao
de 4cido graxo sintase (FAS) e do receptor de andrégeno (Coletta et al.*’, 2002; Almeida et
al.2, 2005). Além disso, tanto a testosterona quanto o DHT, foram responsaveis por promover
a migracdo de fibroblastos embrionarios (linhagem NIH3T3) (Castoria et al.'?, 2011),
diminuicdo da expressdo génica de IL-6 por fibroblastos gengivais humanos in vitro (Parkar et
al.®®, 1998; Gornstein et al.?°, 1999; Coletta et al.'’, 2002), além da diminuicdo de TGF-BI e
TNF-o. por fibroblastos da derme de ratos (Gilliver et al.>, 2006).

O papel da enzima 5o-redutase foi observado por meio da capacidade de fibroblastos
gengivais humano metabolizarem hormdnios esteroides androgénicos, na presenca de
produtos bacterianos derivados de P. gingivalis, P. intermedia e A. actinomycetemcomitans
(Soory, Ahmad”, 1997), na presenca ou auséncia de minociclina (Soory, Virdi’®, 1998), e
durante o tratamento com diferentes concentracdes de E; e progesterona (Tilakaratne, Soory®’,
1999).

A acéo biolégica de andrégenos sobre células epiteliais foi relatada por (Pan et al.?,
1999), que demonstraram os efeitos inibitdrios da testosterona 1nM sobre a proliferagdo de

queratindcitos da epiderme. Além do mais, (Gilliver et al.?*, 2009) demonstraram a inibic&o
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da atividade migratéria de queratindcitos da epiderme, apds o tratamento com 100nM de
DHT. De modo semelhante, os tratamentos com concentracdes crescentes de T (10nM a
10uM) foram responsaveis por causar a inibicdo da migracdo de células epiteliais (linhagem
HaCaT) em cultura celular, sendo este efeito revertido pela administragdo de 1puM de

|.89

flutamida (Toraldo et al.”™, 2012). Além disso, estes autores demonstraram que a

administracdo de T (100nM) néo influenciou a proliferacdo das células epiteliais in vitro.
2.8 Colageno e Acido Hiluronico

O colageno representa uma das proteinas mais abundantes nos seres vivos e um dos
principais componentes da matriz extracelular no tecido conjuntivo (Tan et al.®*, 1995;
Shoulders, Raines’?, 2009). Secretado por uma variedade de tipos celulares (Tajima, Pinnell®,
1981; Takuwa et al.2*, 1991), o coldgeno é composto por trés cadeias polipeptidicas, sendo as
mais comuns prolina-hidroxiprolina-glicina, as quais encontram-se entrelacadas em forma de
tripla-hélice, também conhecida como tropocoladgeno, compondo de forma complexa a rede
de fibras e fibrilas colagenas observadas no tecido 6sseo e membranas basais (Shoulders,
Raines’?, 2009). Dentre a superfamilia dos colagenos, os tipos I, 11 e 111 representam as formas
mais comuns de colagenos intersticiais (Olsen®, 1995), sendo o colageno tipo | o mais
abundante no tecido periodontal (Nanci, Bosshardt®, 2006). A sintese de colageno do tipo |
por fibroblastos gengivais humano em cultura pode ser regulada por moléculas proteicas
como TGF-Bl, IL-6 e interferon-y (IEN-y) (Martelli-Junior et al.*®, 2003), pelo
lipopolisacarideo bacteriano (Takahashi et al.*?, 2008), além de ser mediada pelo receptor de
androgeno (Lin et al.**, 2012).

O polissacarideo hialuronan representa um dos principais componentes da matriz
extracelular, sendo sintetizado por trés isoenzimas hialuronan sintase (Has1-3) (Mueller et
al.>*, 2013), as quais sdo expressas por fibroblastos gengivais humano em cultura celular
(Hashikawa et al.*?, 2006). Em cultura priméria de fibroblastos isolados de camundongos, foi
demonstrada a capacidade da IL-6 e o seu receptor soltvel (sIL-6R) estimularem a expressao
génica, principalmente de Hasl e 2, e em menor grau, a expressao de Has3, sugerindo o papel
regulador desta interleucina e seu receptor solivel no processo de sintese do acido hialurénico
(Mueller et al.>*, 2013).
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Apesar de células HaCaT representarem a linhagem de células epiteliais epidérmicas
aneuploides (Boukamp et al.™, 1988), de acordo com a literatura, fibroblastos e queratinécitos
fornecem respostas adequadas quando se pretende avaliar a influéncia de andrégenos sobre 0
comportamento destas células em cultura (Welder et al.”*, 1995; Tilakaratne, Soory®’, 1999;
Coletta et al.'’, 2002; Gingras et al.?>, 2003; Almeida et al.?, 2005; Gilliver et al.?*, 2009;
Toraldo et al.%, 2012).
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3 PROPOSICAO

A hipotese geral deste estudo € de que hormonios esteroides androgénicos possuem
papel regulador sobre eventos celulares e moleculares de fibroblastos e células epiteliais in
vitro. Para testar esta hipotese, este estudo tem como propostas:

a) Avaliar a influéncia de concentragOes crescentes de testosterona e DHT sobre a
proliferacdo e atividade de fibroblastos e células epiteliais em cultura celular;

b) Awvaliar os efeitos do inibidor farmacologico da enzima aromatase, e de sua
associagdo a testosterona, sobre a proliferacdo e atividade de fibroblastos e células
epiteliais em cultura celular;

c) Avaliar os efeitos de inibidores farmacoldgicos de receptores de andrégeno ou
estrégeno, e suas respectivas associagdes a testosterona, sobre a proliferacdo e

atividade de fibroblastos e células epiteliais em cultura celular.
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4 MATERIAL E METODO

Foram utilizados fibroblastos gengivais entre a 5% e 10? passagem (fibroblastos
gengivais - hGF - cultura primaria), e celulas epiteliais (linhagem HaCaT, de células epiteliais
humanas - linhagem imortalizada - Cell Line Service - 300493).

Amostras de aproximadamente 1.0 mm?3 do tecido gengival, na regido de papila
interdental, foram obtidas de trés pacientes jovens (18-25 anos), do género feminino, durante
procedimento de extracdo dentaria. Como critérios de exclusdo, os pacientes ndo deveriam ser
tabagistas ou estar fazendo uso de medicamentos, ndo possuir doencas sistémicas, e nao
apresentar doenca periodontal, sendo que estes dados foram coletados por meio de anamnese
e exame clinico. Todos os procedimentos realizados neste estudo seguiram as normas do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara - FOAr/UNESP,
apos a aprovacdo do protocolo de pesquisa CAAE 48882715.4.0000.5416 (Anexo A) e com
prévio consentimento dos pacientes, por meio de assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

A porcéo de gengiva obtida de cada paciente foi colocada em tubo Falcon de 15 mL
(TPP - Techno Plastic Products AG, Zollstrasse, Trasadingen, Suica) contendo meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco®, Life Technologies™, Grand
Island, NY, EUA) com fenol red, 10% de soro fetal bovino - SFB (Gibco®, Life
Technologies™), além de antibiéticos e antimicéticos (10.000 unidades/mL de penicilina,
10.000 pg/mL de estreptomicina e 25 pg/mL de fungizone®- Gibco®, Life Technologies™).

Através de dissociacdo enzimatica, os fibroblastos gengivais foram isolados
utilizando-se colagenase tipo I (Worthington Biochemical Corp, Lakewood, NJ, EUA). Para
isso, as amostras de tecido gengival foram colocadas em placas de cultura de 6 pocos (TPP),
contendo 3 mL de DMEM e 3 mg/mL de solucdo enzimatica. Apds 24 horas (h) de incubacéo
a 37°C em atmosfera Umida, contendo 5% de CO, e 95% de ar (Thermo Scientific™
REVCO™, Waltham, Massachusetts, EUA), o meio de cultura contendo o fragmento de tecido
e fibroblastos isolados, foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL (TPP), sendo
centrifugados a 1.600 rpm (4.000 x g, Centrifuga Baby FANEM®, Sdo Paulo, Brasil) por 2
minutos (min). Em seguida, o pellet formado foi ressuspendido em 1.0 mL de DMEM

suplementado (10% de SFB), e transferido para um frasco de cultura celular de 75 cm? (TPP).
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4.1 Cultura de Células

Fibroblastos e células epiteliais foram cultivados em frascos com &rea de crescimento
de 75 cm? (TPP) a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO, e 95% de ar (Thermo
Scientific” REVCO™) em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB (Gibco®,
Life Technologies ), 2.0 mM de L-glutamina, aminoacidos ndo-essenciais e 1% de
antibidticos (10.000 U/mL de penicilina e 10.000 pug/mL de estreptomicina). As substituicdes
do meio de cultura foram realizadas a cada 48h, e o crescimento celular avaliado a cada 24h.
Apds atingirem confluéncia necessaria de 80%, as células foram lavadas com 10.0 mL de
solucdo salina tamponada — PBS (Sigma-Aldrich®, Co., St. Louis, MO, EUA) e, ap6s a
remog&o desta solucéo tampdo, foram mantidas por 10 min em incubadora a 37°C e atmosfera
Umida contendo 5% de CO; e 95% de ar, com 5.0 mL de tripsina a 0.25% para o total
desprendimento celular. Posteriormente, adicionou-se 10.0 mL de meio de cultura
suplementado para inativar a acdo da tripsina e, entdo, o conteudo celular transferido para um
tubo Falcon de 15,0 mL (TPP) foi centrifugado por 2 min a 1.600 rpm. Apos o fracionamento
celular e descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 5.0 mL de meio de
cultura suplementado e em seguida, apds homogeneizacgdo, adicionou-se 20uL da suspensdo
celular & 20pL de Azul Tripan 0.4% (Gibco®, Life Technologies™) para a contagem de
células viaveis em hemocitdmetro. Apds a contagem, estas células foram cultivadas em placas

de 24 pocos para a realizacdo dos experimentos.

4.2 Grupos Experimentais

Consistiram 0s grupos experimentais: testosterona - T (Durateston®; Schering-plough),
di-hidrotestosterona - DHT (Sigma-Aldrich®), anastrozol - ANA (Sigma-Aldrich®), flutamida
- FLU (Sigma-Aldrich®), fulvestranto - FUL (ICI 182,780; Sigma-Aldrich®) e as associaces
farmacoldgicas: testosterona e anastrozol (T+ANA); testosterona e flutamida (T+FLU); e
testosterona e fulvestranto (T+FUL). De modo a obter a concentracédo inicial das solucdes de
estoque, todos os farmacos foram previamente preparados em etanol absoluto, conforme as
especificacbes do fabricante (Sigma-Aldrich®). A concentracdo de etanol (EtOH) < a 0.1% foi
utilizada como grupo controle, e as concentrag@es finais dos farmacos foram obtidas pela

diluicdo das solucdes de estoque em DMEM (Tabela 1).
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Tabela 1 - Relagdo dos grupos controle e experimentais utilizados em fibroblastos gengivais e células
epiteliais de acordo com as suas respectivas doses. hGF - fibroblastos gengivais humano; HaCaT -
linhagem de células epiteliais; EtOH - etanol.

Grupos [ ] farmacoldgica hGF HaCaT
Controle (EtOH) <0.1% + +
T 1nM + +
T 10nM + +
T 100nM + +
T 1pM + -
DHT 1nM + +
DHT 10nM + +
DHT 100nM + +
DHT 1uM + -
ANA 10nM + +
FLU 10nM + +
FUL 10nM + +
T+ANA 1nM + 10nM + +
T+FLU 1nM + 10nM + +
T+FUL 1InM + 10 nM + +

Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria prépria.

4.3 Ensaio de Proliferacédo Celular

A proliferacdo celular foi determinada a partir do método fluorimétrico Hoechst Stain
Solution 33258 (Sigma-Aldrich®), utilizado em estudos anteriores para a quantificacdo do
nimero de células em cultura (Papadimitriou, Lelkes®, 1993; Murphy et al.*®, 2010). Este
método baseia-se na ligacao seletiva de bis-benzimida, um corante fluorescente, permeavel as
células, as bases nitrogenadas adenina-timina no DNA, possibilitando a identificacdo e
contagem de células marcadas com o corante (Papadimitriou, Lelkes®®, 1993; Zhang,
Kiechle!®, 1998).

Assim, foram semeadas em meio de cultura suplementado, 3.0 x 10* células por poco,
em triplicata, sendo incubadas a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO, e 95% de ar
(Thermo Scientific” REVCO'), por um periodo de 24h. Em seguida, para que todas as
células atingissem a mesma fase do ciclo celular (Go), 0 meio de cultura foi trocado por

DMEM sem SFB, permanecendo por 24h (lyer et al.*>, 1999). Apés este periodo, 0 meio de
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cultura ndo suplementado foi removido, as células foram lavadas duas vezes com 500 pL de
PBS (Sigma-Aldrich®), e os farmacos administrados por 24h. Seguido o periodo de
tratamento farmacoldgico, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas por 1h
com 250 pL de paraformolaldeido 4%, em geladeira. Posteriormente, as placas foram
retiradas da geladeira, e a solucdo de paraformolaldeido 4% foi descartada em recipiente
especial. Ap6s a lavagem dos pocos com PBS (Sigma-Aldrich®), e secagem em temperatura
ambiente, o ndcleo celular foi marcado com a solugdo Hoechst Stain Solution 33258 (Sigma-
Aldrich®) por 15 min. Para a marcacdo celular, a solugdo Hoechst 33258 foi previamente
diluida 10x (1:9) e entdo, foram adicionados 300uL a cada pogo da placa de 24 pocos,
protegendo-a de luz. Apds 15 min, as placas foram fotografadas e analisadas usando-se um
microscépio digital invertido de transmissdo e fluorescéncia (AMG, Evos fI®) (Figura 7). Em
seguida, todas as imagens foram binarizadas e, dentro de uma regido de interesse (ROI), o
namero estimado de células foi determinado pela contagem automatizada dos nucleos com o
auxilio de um software de imagem (ImageJ®; NIH, EUA), utilizando o plug-in Image-based
Tool for Counting Nuclei (ITCN).

Figura 7 - Representacdo esquematica ilustrando a identificacdo de células epiteliais cultivadas em
placas de 24 pogos. Os pontos azuis referentes as imagens B e C ilustram o nucleo celular marcado
com Hoechst Stain Solution 33258. Imagens: A. fotomicrografia de transmissao, B. fotomicrografia de
fluorescéncia, e C. sobreposicdo de imagens (aumento focal de 40x).

A B €

Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria propria.
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4.4 Ensaio de Atividade Metabdlica

O metabolismo celular foi determinado pelo método colorimétrico Alamar Blue®
(Invitrogen®, Life Technologies). Este método determina a atividade mitocondrial celular,
podendo assim esta atividade ser considerada a taxa metabdlica das células vivas. Diferente
do ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), o Alamar
Blue® é um método mais sensivel (Hamid et al.*°, 2004) e ndo necessita da lise celular para
obter dados relativos a atividade metabdlica. A reducdo de resazurin, um corante azul e ndo
fluorescente, em resorufin, um corante rosa e fluorescente, é avaliada por meio de absorbancia
ou fluorimetria (O'brien et al.>, 2000).

ApoOs a administracdo farmacologica pelo periodo proposto para se avaliar a
proliferacdo de fibroblastos e células epiteliais, o sobrenadante celular foi removido e
substituido por 900pL de DMEM sem SFB associado a 100pL da solucdo de Alamar Blue®.
As células em contato com Alamar Blue® a 0,1% foram incubadas a 37°C em atmosfera
umida, contendo 5% de CO, e 95% de ar (Thermo Scientific’” REVCO"), por 4h. Apés este
periodo, 100pL do Alamar Blue® a 0.1% foi transferido para placas de 96 pocos e as amostras
foram analisadas por um espectrofotdmetro (Synergy H1, BioTek ", Winooski, VT, EUA) nos

comprimentos de onda 570/600 nm.
4.5 Ensaio de Arranhdo In Vitro - “Scratch Assay”

O ensaio “scratch” é um método classico utilizado para se determinar a migracdo de
células em cultura. Esta técnica consiste na confeccdo de um arranhdo em uma monocamada
de células aderentes, utilizando-se a extremidade mais afilada de uma ponteira, as quais sdo
avaliadas por periodos regulares, observando-se a diminuicdo da area de arranhdo, sendo esta
diminuicdo correspondente a taxa de atividade migratdria das células em cultura (Liang et
al.*®, 2007). Para verificar o efeito farmacoldgico de andrdgenos, de antiandrégenos e
antiestrogenos, e do inibidor da enzima aromatase sobre a capacidade migratéria de
fibroblastos e células epiteliais, este ensaio foi realizado com base em protocolos para
cicatrizacdo de feridas in vitro (Hoang et al.*3, 2000; Lackler et al.*, 2000; Mumford et al.*®,
2001; Basso et al.?, 2012; Toraldo et al.**, 2012).
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Assim, foram cultivadas em meio de cultura suplementado, 8.0 x 10* células por poco,
em triplicata, sendo incubadas a 37°C e atmosfera imida contendo 5% de CO, e 95% de ar
(Thermo Scientific” REVCO™) até que atingissem confluéncia necessaria. Em seguida, o
meio de cultura suplementado foi trocado por DMEM sem SFB, e mantido por 24h para que
todas as células atingissem o mesmo estagio do ciclo celular (Go) (lyer et al.*®, 1999). Apés
quiescéncia celular, um “arranhdo” in vitro foi realizado na monocamada de células, em cada
poco, usando-se a extremidade mais afilada de uma ponteira (ponteira de 1.0 mL - células
HaCaT; e 5.0 mL - hGF) (Figura 8). Seguida a confec¢do do “scratch”, o meio de cultura foi
aspirado, as células foram lavadas duas vezes com 500 pL de PBS (Sigma-Aldrich®), e os
farmacos foram administrados por 24h (células HaCaT) e 72h (fibroblastos). Decorrido o
periodo de tratamento, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C, e as células foram
fixadas por 1h com 250 pL de paraformolaldeido 4%, em geladeira. Posteriormente, as placas
foram retiradas da geladeira e a solucdo de paraformolaldeido 4% foi descartada em recipiente
especial. Os pocos foram lavados com 500 pL de PBS (Sigma-Aldrich®), e apds secagem em
temperatura ambiente, as células foram coradas com Cristal Violeta 0.1% por 15 min.
Seguido este tempo, as células foram lavadas com agua destilada, e apos secagem, fotografias
foram realizadas em cada poco por meio de uma camera fotogréfica (Leica DFC295, Leica
Microsystems, Mannheim, Alemanha) acoplada a um estereomiscroscopio (Leica MZ6, Leica
Microsystems, Mannheim, Alemanha), com aumento focal de 2.5x. A area de “arranhdo”
referente a cada imagem foi determinada com o auxilio de um software de imagem usando-se
o plug-in MRI Wound Healing Tool (ImageJ®; NIH, EUA). Cada imagem foi analisada por

um mesmo examinador, e desta forma, a area de “scratch” pode ser mensurada.
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Figura 8 - Esquema representativo ilustrando o ensaio de “scratch”, onde foi utilizada a extremidade
mais afilada de uma ponteira para a confec¢do de um “arranhao” in vitro em fibroblastos gengivais e
em células epiteliais cultivados em placas de 24 pocos.

Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria prépria.

4.6 Anélise da Sintese de Acido Hialurénico

A avaliacdo da sintese de &cido hialurdnico por fibroblastos (Hyaluronan; R&D
systems) foi mensurada a partir do sobrenadante celular, por meio de Ensaio Imunoenzimatico
Indireto (ELISA), sendo este ensaio realizado de acordo com o protocolo proposto pelo
fabricante, em quadruplicata. Todas as amostras foram analisadas em um espectrofotdmetro
(Synergy H1, BioTek ) no comprimento de onda 450nm/540nm. Os valores numéricos
referentes a concentracdo proteica expressa em cada grupo foram submetidos a analise

estatistica para posterior interpretacdo dos resultados.
4.7 Analise dos Resultados
Os dados referentes ao impacto de andrdgenos sobre a proliferacdo e atividade de

fibroblastos e células epiteliais foram submetidos a analise estatistica através dos testes

Kolmogorov-Smirnov, Analise de Variancia Um-Critério (One-Way ANOVA) e teste post-
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hoc de Tukey, com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA) considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADO

Este estudo verificou a influéncia de andrégenos sobre o comportamento de
fibroblastos gengivais e células epiteliais em cultura celular. Para facilitar a visualizagdo e
interpretacdo, os resultados serdo apresentados separadamente de acordo com o0s tipos
celulares estudados.

5.1 Fibroblastos Gengivais (hGF)

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados referentes aos ensaios de proliferacéo,
atividade metabdlica, migracdo celular e sintese de acido hialurénico por fibroblastos de

origem humana.

5.1.2 Avaliacdo da proliferacéo celular

Observou-se que os tratamentos com androgenos exerceram influéncia sobre o nimero
estimado de fibroblastos gengivais em cultura celular. Entre as concentracdes de T, o
tratamento com T 1uM induziu o aumento de 86% do numero de fibroblastos, em
comparacdo ao grupo controle, e também em relacdo as demais concentracdes de T 1nM
(77%), 10nM (90%) e 100nM (62%) (Figura 9). Quanto ao DHT, constatou-se que
concentracdes crescentes de 10nM, 100nM e 1uM, foram responsaveis por aumentar,
respectivamente, em 9%, 20% e 28% a contagem do numero de fibroblastos gengivais em
comparacgdo ao controle. Além disso, respostas distintas foram observadas entre as diferentes
concentracdes de DHT, havendo similaridade entre os grupos DHT 100nM e 1uM (Figura
10).
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Figura 9 - Fotomicrografia Optica de fluorescéncia (DAPI) ilustrando o nucleo de fibroblastos
gengivais marcados com Hoechst 33258 (em azul) 24h apds o tratamento farmacol6gico com
testosterona (T). A imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.1%), enquanto que as imagens B,
C, D e E representam as concentragdes de T 1nM, 10nM, 100nM e 1uM, respectivamente. O grafico
mostra a diferenca estatistica entre os grupos controle e T 1uM, além da diferenca estatistica entre T
1uM e T 1nM, 10nM e 100nM (p<0,001). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as
linhas verticais o desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 10 - Fotomicrografia Optica de fluorescéncia (DAPI) ilustrando o nucleo de fibroblastos
gengivais marcados com Hoechst 33258 (em azul) 24h ap6s o tratamento farmacol6gico com di-
hidrotestosterona (DHT). O grupo controle (EtOH 0.1%) esta representado pela imagem A, enquanto
que as imagens B, C, D e E representam as concentra¢cbes de DHT 1nM, 10nM, 100nM e 1uM,
respectivamente. O grafico mostra a diferenca estatistica entre os grupos controle e DHT 10nM
(p<0,05), 100nM e 1uM (p<0,001), a diferenca estatistica entre DHT 1nM e os grupos 10nM, 100nM
e 1uM (p<0,001), além da diferenca estatistica entre as concentragdes de DHT 10nM e 100nM
(p<0,05) e 1uM (p<0,001). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o
desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria propria.
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O bloqueio dos receptores de andrdgeno e estrégeno por FLU e FUL respectivamente,
e suas associacdes a T, ndo exerceram influéncia sobre a contagem de fibroblastos em cultura.
Por outro lado, os tratamentos com ANA e T+ANA foram responsaveis por aumentar o

ndmero estimado de fibroblastos em 22% e 15%, respectivamente (Figura 11).

Figura 11 - O grafico a esquerda mostra a diferenca estatistica entre o grupo controle (EtOH 0.1%) e
0s grupos ANA (p<0,01) e T+ANA (p<0,05). As barras dos graficos representam a média e as linhas
verticais 0 desvio-padrdo dos farmacos administrados sobre fibroblastos gengivais em cultura. Letras
iguais representam a similaridade dos resultados encontrados.
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Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria prépria.

5.1.3 Avaliacdo da atividade metabdlica

As diferentes concentracdes de T e DHT estimularam o0 aumento do metabolismo de
fibroblastos em cultura, porém, sem diferenca estatistica entre as concentracfes utilizadas
(p>0,05). Comparado ao controle, a concentracdo de T 100nM promoveu o aumento de até
13% do metabolismo celular, enquanto que a mesma concentracdo de DHT promoveu o
aumento de 22% (Figura 12). Os grupos ANA, FLU, FUL, e as suas respectivas associacdes a
T, também suscitaram o aumento da atividade metabdlica de fibroblastos em cultura. Ainda,
este estudou evidenciou o aumento da atividade metabdlica no grupo FLU, comparado ao

grupo T 1nM (Figura 13).
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Figura 12 - Os gréficos abaixo ilustram a absorbancia do sobrenadante celular 24h ap6s o tratamento
farmacoldgico com T e DHT. A esquerda, grafico mostra a diferenca estatistica entre o controle (EtOH
0.1%) e as concentracOes crescentes de T 1nM (p<0,01), 10nM (p<0,001), 100nM (p<0,001) e 1uM
(p<0,05). O gréfico a direita mostra a diferenca estatistica entre o grupo controle (EtOH 0.1%) e as
doses de DHT 1nM, 10nM, 100nM e 1uM (p<0,001). As barras no gréfico indicam o fold-change da
média e as linhas verticais o desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 13 - Os graficos abaixo ilustram a absorbancia do sobrenadante celular 24h apés o tratamento
farmacoldgico com anastrozol (ANA), flutamida (FLU) e fulvestranto (FUL), e suas respectivas
associacBes & T. A esquerda, o grafico mostra a diferenca estatistica entre o grupo controle (EtOH
0.1%) e os grupos T 1nM (p<0,01), ANA (p<0,001) e T+ANA (p<0,01). A direita, o grafico mostra a
diferenca estatistica entre o grupo controle (EtOH 0.1%) e os grupos T 1nM (p<0,01), FUL e T+FUL
(p<0,001). E o gréafico centralizado mostra a diferenca estatistica entre o grupo controle (EtOH 0.1%)
e os grupos T 1nM (p<0,01), FLU e T+FLU (p<0,001), além da diferenga encontrada entre os grupos
T 1nM e FLU (p<0,05). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o
desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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5.1.4 Avaliacio da migracao celular - “Scratch assay”

Demonstramos que, ap6s a confeccdo do arranhdo, os tratamentos farmacolégicos com
hormdnios esteroides androgénicos foram responsaveis pelo repovoamento de fibroblastos
gengivais in vitro. Comparados ao controle, constatou-se a redugdo da area de arranhdo na
monocamada celular, ap6s o tratamento com concentracfes de T 1nM (14%), 100nM (10%) e
1uM (15%) (Figura 14), enquanto que o DHT promoveu a diminuigdo na &rea de arranhdo nas
concentragdes de 1nM (39%), 10nM (44%), 100nM (33%) e 1uM (25%) (Figura 15).
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Figura 14 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro e tratamento farmacolégico com testosterona (T). A imagem A
representa o controle (EtOH 0.1%), enquanto que as imagens B, C, D e E representam,
respectivamente, os grupos T 1nM, 10nM, 100nM e 1uM (aumento focal de 2.5x). O grafico mostra a
diferenca estatistica entre o grupo controle e as doses de T 1nM (p<0,001), 100nM (p<0,05) e 1uM
(p<0,001). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padréo.
Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Figura 15 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro e tratamento farmacoldgico com di-hidrotestosterona (DHT). A
imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.1%), enquanto que as imagens B, C, D e E
representam, respectivamente, os grupos DHT 1nM, 10nM, 100nM e 1uM (aumento focal de 2.5x). O
grafico mostra a diferenca estatistica entre o grupo controle e as doses de DHT 1nM, 10nM, 100nM e
1uM (p<0,001), além da diferenca estatistica entre as doses de DHT 10nM e 1uM (p<0,01). As barras
no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrdo. Letras iguais indicam
a similaridade dos resultados.
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Verificou-se também que, comparado ao controle, a administracdo farmacoldgica de
ANA e T+ANA ocasionou, respectivamente, a diminuicdo em 30% e 39% da area de
arranhdo na monocamada de fibroblastos em cultura (Figura 16), sendo este efeito observado
de forma similar nos grupos FLU (48%) e T+FLU (45%) (Figura 17), e FUL (36%) e T+FUL
(53%) (Figura 18).
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Figura 16 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro, representados pela imagem A (controle; EtOH 0.1%), B (T 1nM), C
(ANA) e D (T+ANA) (aumento focal de 2.5x). O gréafico mostra a diferenca estatistica entre o controle
e 0s grupos ANA e T+ANA (p<0,001), e entre o grupo T 1nM e os grupos ANA (p<0,05) e T+ANA
(p<0,001). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padréo.
Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Figura 17 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro, representados pela imagem A (controle; EtOH 0.1%), B (T 1nM), C
(FLU) e D (T+FLU) (aumento focal de 2.5x). O gréafico mostra a diferenca estatistica entre o grupo
controle e os grupos FLU e T+FLU (p<0,001), e entre o grupo T 1nM e os grupos FLU e T+FLU
(p<0,001). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padréo.
Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Figura 18 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro, representados pela imagem A (controle; EtOH 0.1%), B (T 1nM), C
(FUL) e D (T+FUL) (aumento focal de 2.5x). O gréafico mostra a diferenca estatistica entre o grupo
controle e os grupos FUL e T+FUL (p<0,001), entre o grupo T 1nM e os grupos FUL (p<0,01) e
T+FUL (p<0,001), e entre os grupos FUL e T+FUL (p<0,01). As barras no gréfico indicam o fold-
change da média e as linhas verticais o desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos
resultados.
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5.1.5 Avaliacéao da sintese de acido hialurénico

Apos a quantificacdo de &cido hialurénico por espectrofotometria, diferentes respostas
foram observadas entre os tratamentos com andrégenos. Apesar da tendéncia a diminuicao da
sintese de acido hialurénico, respostas similares foram observadas entre o controle e as
diferentes concentracdes de T. Por outro lado, as concentragdes de DHT 1nM, 100nM e 1uM
foram responsaveis por diminuir a sintese de acido hialurénico em 21%, 29% e 24%,

respectivamente, em comparagao ao controle (Figura 19).

Figura 19 - Os graficos abaixo ilustram a concentracdo de acido hialurénico apds o tratamento
farmacolégico com horménios esteroides androgénicos. O grafico a esquerda mostra a similaridade
encontrada entre o controle e as concentracdes de T (p>0,05), enquanto que a direita, o grafico mostra
a diferenca estatistica entre o controle e as concentragbes farmacolégicas de DHT 1nM (p<0,01),
100nM (p<0,001) e 1uM (p<0,01), além da diferenca entre as concentracdes de DHT 10nM e 100nM
(p<0,05).
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Autor: Luis Carlos Leal Santana.
Fonte: Autoria prépria.

5.2 Células Epiteliais (HaCaT)

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados referente aos ensaios de proliferacéo,

atividade metabolica e migracdo celular da linhagem HaCaT de células epiteliais.
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5.2.1 Avaliacdo da proliferagéo celular

Diferentes respostas foram observadas ap6s o tratamento com T e DHT. Comparado
ao controle, as concentragdes de T 1nM, 10nM e 100nM reduziram o ndmero estimado de
células epiteliais em 38%, 40% e 45%, respectivamente (Figura 20), enquanto que nenhuma
diferenca estatistica foi observada em relagdo as concentracfes crescentes de DHT
1nM,10nM e 100nM (p>0,05) (Figura 21).
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Figura 20 - Fotomicrografia optica de fluorescéncia (DAPI) ilustrando o nicleo de células HaCaT
marcadas com Hoechst 33258 (em azul) 24h apds o tratamento farmacoldgico com testosterona (T). A
imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.01%), enquanto que as imagens B, C e D representam
as doses de T 1nM, 10nM, 100nM, respectivamente. O grafico mostra a diferenca estatistica entre o
grupo controle e as doses de T 1nM, 10nM (p<0,05) e 100nM (p<0,01). As barras no grafico indicam
o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padréo. Letras iguais indicam a similaridade dos
resultados.
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Figura 21 - Fotomicrografia optica de fluorescéncia (DAPI) ilustrando o nacleo de células HaCaT
marcadas com Hoechst 33258 (em azul) 24h ap6s o tratamento farmacol6gico com di-
hidrotestosterona (DHT). O grupo controle (EtOH 0.01%) esta representado pela imagem A, enquanto
que as imagens B, C e D representam as doses de DHT 1nM, 10nM, 100nM, respectivamente. As
barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrdo. Letras iguais
indicam a similaridade dos resultados.
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Similar ao resultado observado no grupo T, os tratamentos com ANA, FLU e FUL
exerceram influéncia na contagem de células HaCaT em cultura, sendo responsaveis por
diminuir o nimero de células em 43%, 42% e 40%, respectivamente, quando comparados ao
controle. Além disso, observou-se a reducdo na contagem de células epiteliais, em 45% e
29%, nos grupos T+ANA e T+FUL, respectivamente (Figura 22).

Figura 22 - O grafico a esquerda mostra a diferenca estatistica entre o grupo controle (EtOH 0.01%) e
0s grupos anastrozol (ANA) e T+ANA (p<0,01). A direita, o grafico mostra a diferenca estatistica
entre o controle (EtOH 0.01%) e os grupos fulvestranto (FUL) (p<0,01) e T+FUL (p<0,05). E o
grafico centralizado mostra a diferenca estatistica entre o controle (EtOH 0.01%) e o grupo flutamida
(FLU) (p<0,01). As barras dos gréaficos representam a média e as linhas verticais o desvio-padréo dos
farmacos administrados sobre células HaCaT em cultura. Letras iguais representam a similaridade dos
resultados encontrados.
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5.2.2 Avaliacdo da atividade metabdlica

Em relacdo a atividade metabolica, nenhuma diferenca estatistica (p>0,05) foi
observada apds o periodo de tratamento com concentracdes crescentes de T ou DHT (Figura
23), ou apds o tratamento com o inibidor da enzima aromatase, inibidor do receptor de

androgeno ou o inibidor do receptor de estrogeno (Figura 24).
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Figura 23 - Os gréficos abaixo ilustram a absorbancia do sobrenadante celular 24h apés o tratamento
farmacoldgico com T e DHT. A esquerda, grafico mostra os resultados obtidos apds o tratamento com
concentragdes crescentes de T 1nM, 10nM e 100nM, enquanto que o grafico a direita mostra 0s
resultados obtidos apds a administragdo de DHT 1nM, 10nM e 100nM, ndo havendo diferencas
estatisticas quando comparados ao grupo controle (EtOH 0.01%) (p>0,05). As barras no grafico
indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrdo. Letras iguais indicam a
similaridade dos resultados.
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Figura 24 - Os graficos abaixo ilustram a absorbancia do sobrenadante celular 24h apds o tratamento
farmacoldgico com anastrozol (ANA), flutamida (FLU) e fulvestranto (FUL), além de suas respectivas
associacdes a T. O grafico a esquerda mostra os resultados obtidos apds o tratamento com ANA e
T+ANA. A direita, o grafico mostra os resultados obtidos ap6s a administracio de FLU e T+FLU,
enquanto que o gréafico centralizado mostra os resultados obtidos apds a utilizacdo de FUL e T+FUL,
ndo havendo diferencas estatisticas quando comparados ao grupo controle (EtOH 0.01%) (p>0,05). As
barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrdo. Letras iguais
indicam a similaridade dos resultados.
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5.2.3 Avaliacdo da migracao celular - “Scratch assay”

De um modo geral, observou-se que, entre 0s andrdgenos, o tratamento com diferentes
concentragdes de T ndo influenciou a capacidade de células HaCaT repovoar a area de
arranhdo (Figura 25). Apenas a administracdo farmacologica de DHT 1nM foi responsavel

por diminuir a &rea de arranhdo em 32%, comparado ao grupo controle (Figura 26).
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Figura 25 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h apés a
realizacdo do arranhdo in vitro. A imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.01%), enquanto que
as imagens B, C, D representam respectivamente os grupos T 1nM, T 10nM e T 100nM (aumento
focal de 2.5x). O grafico mostra a semelhanga ente o controle e o tratamento com concentracdes
crescentes de T (p>0,05). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o
desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Figura 26 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro. A imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.01%), enquanto que
as imagens B, C, D representam respectivamente os grupos de DHT 1nM, 10nM e 100nM (aumento
focal de 2.5x). O grafico mostra a semelhanca ente o controle e o tratamento com concentracfes de
DHT 1nM (p<0,001), além da diferenca entre o grupo DHT 1nM e as doses de DHT 10nM e 100nM
(p<0,001). As barras no gréfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padréo.
Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Em relagéo aos inibidores de receptores de hormonios sexuais e o inibidor da enzima
aromatase, verificou-se que, comparado ao controle, o tratamento com ANA foi responsavel
por diminuir a area de arranhdo na monocamada de células epiteliais em 19% (Figura 27),
sendo este efeito observado de forma similar no grupo FLU (Figura 28), ndo havendo
diferencas estatisticas em relacdo ao grupo FUL (Figura 29) ou as associagdes com T
(p>0,05).
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Figura 27 - Estereofotomicroscopia demonstrando o comportamento de células HaCaT 24h apds a
realizacdo do arranhdo in vitro. A imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.01%), enquanto que
as imagens B, C e D representam, respectivamente, os grupos T 1nM, ANA e T+ANA (aumento focal
de 2.5x). O gréafico mostra a diferenca estatistica entre o grupo ANA e os grupos controle, T 1nM e
T+ANA (p<0,001). As barras no gréfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o
desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Figura 28 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro. A imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.01%), enquanto que
as imagens B, C e D representam, respectivamente, os grupos T 1nM, FLU e T+FLU (aumento focal
de 2.5x). O gréafico mostra a diferenca estatistica entre o grupo FLU e os grupos controle (ANOVA,;
p<0,001), T 1nM e T+FLU (p<0,01). As barras no gréafico indicam o fold-change da média e as linhas
verticais 0 desvio-padrdo. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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Figura 29 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h ap6s a
realizacdo do arranhdo in vitro. A imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.01%), enquanto que
as imagens B, C e D representam, respectivamente, os grupos T 1nM, FUL e T+FUL (aumento focal
de 2.5x). As barras no grafico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padréo.
Letras iguais indicam a similaridade dos resultados.
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6 DISCUSSAO

As acbes de hormonios esteroides androgénicos sobre diferentes érgdos e tecidos,
incluindo o periodonto, séo frequentemente descritas tanto em humanos quanto em animais
experimentais (Ozcelik et al.®, 2006; Famili et al.??, 2007; Engeland et al.®, 2008; Steffens et
al.”®, 2014; Steffens et al.”’, 2015; Wang et al.”* 2015). Recentemente, verificou-se que niveis
subfisioldgicos e suprafisiolégicos de T foram responsaveis pelo aumento da area gengival de
ratos machos (Steffens et al.”, 2012), sugerindo a acdo de andrégenos sobre eventos celulares
e moleculares de fibroblastos e células epiteliais. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo principal verificar os efeitos da T e DHT sobre a proliferacdo e atividade de
fibroblastos gengivais humano e células epiteliais HaCaT em cultura celular.

O embasamento cientifico para o uso de diferentes concentragbes de T e DHT
utilizadas no presente trabalho advém do estudo realizado por Steffens et al.” (2014), quando
verificaram que niveis normais (4.42+2.9 nM), baixos (0.74+0.2 nM) e elevados
(111.10+£32.4 nM) de testosterona sérica exerciam efeitos sobre os tecidos periodontais.
Entretanto, deve se considerar que as acOes especificas da T sobre os diversos tecidos do
organismo podem ser confundidas com a do estradiol (E2) ou de DHT, uma vez que diversas
células podem expressar o gene codificador da enzima aromatase, responsavel por converter T
em E, (Harada®, 1992; Nawata et al.”®, 1995; Simpson’®, 2003), ¢ 5o-redutase, enzima
responsavel pela conversdo de T em DHT (Li et al.*?, 1995; Aggarwal et al.!, 2010). Sob esta
perspectiva, também foram avaliados o impacto de ANA, FLU, FUL, e suas respectivas
associacdes a T, sobre eventos celulares e moleculares de fibroblastos e células epiteliais.

Para a analise da proliferacdo celular, o método fluorimétrico foi selecionado para este
estudo, uma vez que é uma técnica que tem sido utilizada para a identificacdo e quantificacdo
de diferentes tipos celulares (Papadimitriou, Lelkes®*, 1993; Zhang, Kiechle'®, 1998; Murphy
et al.*®, 2010).

Os resultados do presente estudo mostram o aumento do niumero estimado de
fibroblastos gengivais a partir do tratamento com a maior concentracdo de T, e com diferentes
concentracdes de DHT (10nM, 100nM e 1uM). Apesar de Gilliver et al.?* (2009) terem
demonstrado os efeitos inexpressiveis da DHT sobre a proliferacdo de fibroblastos da derme,
foram confirmados os achados de outros autores que relataram os efeitos bioestimulatérios da

T e de DHT sobre a proliferacdo de fibroblastos gengivais humanos em cultura celular
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(Coletta et al.}’, 2002; Almeida et al.?, 2005). A divergéncia entre o presente resultado e
aquele encontrado por Gilliver et al.** (2009) pode ser explicada pela diferenca entre os tipos
celulares utilizados em cada estudo, uma vez que a variagdo da expressdo do receptor de
andrégeno pode ocorrer entre diferentes espécies (Jahan et al.*®, 2015). Além disso, o fato de
outras concentragdes de DHT terem exercido efeito sobre a proliferacdo de fibroblastos €
fundamentado pela maior afinidade que a DHT tem ao receptor de andrégeno (Aggarwal et
al.', 2010).

Embora, no presente estudo, o efeito da concentracdo de 1nM de T tenha sido similar
aquele observado no grupo controle, a associacdo deste androgeno ao inibidor nao-esteroidal
da enzima aromatase promoveu 0 aumento do numero estimado de fibroblastos. Neste caso,
pode se aventar a hipdtese de que o resultado obtido esteja associado, ao menos em parte, ao
mecanismo de inibicdo de T em E, promovido pelo ANA (Hong et al.**, 2011). Além disso,
foi demonstrado, pela primeira vez, o efeito isolado de um inibidor ndo-esteroidal da enzima
aromatase sobre fibroblastos de gengiva humana, onde o tratamento farmacolégico com
10nM de ANA foi responsavel por estimular a proliferacdo dos fibroblastos in vitro. Os
efeitos in vivo da inibicdo da enzima aromatase foram anteriormente verificados por
(Reynolds et al.®®, 2004), que relataram a ocorréncia de hiperplasia gengival em fémeas apés o
tratamento com letrozol, cuja acdo, similar ao ANA, resulta na inibicdo da conversdo de T em
E, (Hong et al.** 2011).

Apesar de, no presente estudo, ndo terem sido avaliados os niveis de T e E; em
sobrenadante celular, ou a expressdo génica da enzima aromatase, na analise conjunta dos
resultados relativos a proliferacdo de fibroblastos, é possivel sugerir que: 1) os efeitos da T
podem ser modulados a partir da sua associacdo ao ANA,; 2) a inibicdo da enzima aromatase
por ANA pode desencadear eventos relacionados a proliferacdo de fibroblastos. Entretanto,
por se tratar de um resultado inédito, outros estudos devem ser elaborados para elucidar os
mecanismos de acdo de ANA sobre as vias envolvidas na proliferacdo de fibroblastos
gengivais humano em cultura celular.

Para andlise da atividade metabolica celular, foi realizado o ensaio colorimétrico
Alamar Blue®, uma vez que o método ndo se mostra toxico para as células e, diferentemente
do MTT, ndo necessita da lise celular para obter os dados relativos ao metabolismo das

células in vitro (O'Brien et al.>®, 2000).
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No atual estudo foi demonstrado que tanto concentracbes de T como de DHT
suscitaram o aumento da atividade metabdlica de fibroblastos gengivais em cultura celular,
assim como os tratamentos farmacoldgicos com ANA, FLU, FUL, e suas respectivas
associacbes & T. Em contrapartida, (Pomari et al.®’, 2015) relataram a diminuicdo da
viabilidade de fibroblastos dérmicos in vitro apds o tratamento com concentragdes crescentes
de T, E;, e ANA. O contraste entre estes resultados pode ser explicado por diferencas
metodoldgicas, uma vez que no presente estudo, a atividade metabdlica foi avaliada a partir
do método colorimétrico Alamar Blue® sobre fibroblastos gengivais, enquanto que (Pomari et
al.%’, 2015) verificaram a viabilidade de fibroblastos da derme pelo método MTT. Segundo
(Hamid et al.*, 2004), o Alamar Blue® representa um método homogéneo e levemente mais
sensivel que o MTT.

Ainda, a hipotese sugerida a cerca dos resultados de atividade metabdlica obtidos pela
associacdo entre T e ANA pode ser fundamentada pela inibicdo da conversdo de T em E,
(Hong et al.* 2011), efou em virtude da acdo direta de ANA sobre eventos celulares,
conforme observado no ensaio de proliferacdo celular. A causa para 0 aumento do
metabolismo dos fibroblastos observado a partir da associacdo de T e FUL pode ser devido
ndo apenas ao bloqueio do receptor de estrégeno, mas também, pelo efeito incitante de
andrégenos sobre os fibroblastos gengivais humanos (Coletta et al.'’, 2002; Almeida et al.?,
2005). Além disso, o resultado do presente estudo mostra que a inibicdo do receptor de
androgeno por FLU foi responsavel pelo aumento da atividade celular, sugerindo que o
metabolismo de fibroblastos pode ser regulado ndo apenas via receptor de estrogeno, mas
também pelo receptor de andrégeno. Contudo, deve-se salientar a necessidade de que outros
estudos sejam realizados para verificar os efeitos in vitro de antiandrogenos, antiestrégenos e
inibidores da aromatase sobre a atividade metabdlica de fibroblastos gengivais de origem
humana.

O ensaio de arranhdo in vitro foi 0 método selecionado para analise da capacidade de
fibroblastos gengivais repovoarem a area de células removidas por meio de uma pipeta, uma
vez que é uma metodologia que tem sido comumente utilizada para a analise da migracdo de
fibroblastos gengivais em cultura celular (Hoang et al.**, 2000; Lackler et al.*°, 2000;
Mumford et al.>®, 2001; Basso et al.®, 2012).

De modo geral, relatos conflitantes tém sido observados na literatura em relagdo aos

efeitos de horménios esteroides androgénicos sobre a atividade migratéria de fibroblastos em
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cultura celular. Diferente dos resultados encontrados por Gilliver et al.** (2009) e Chung et
al.'® (2014) que relataram os efeitos exiguos de andrégenos sobre a migracéo de fibroblastos
da derme, e a migracdo de fibroblastos do tecido cardiaco, respectivamente, foi demonstrado
no atual estudo que tanto a T quanto a DHT foram responsaveis pelo maior repovoamento de
fibroblastos gengivais humano. Resultados similares foram descritos anteriormente por outros
autores que, de modo geral, demonstraram os efeitos incitantes de andrégenos sobre a
migracdo de fibroblastos embrionéarios (Castoria et al.'?, 2011) e fibroblastos da derme
(Pomari et al.®’, 2015). Contudo, hé& de se considerar que, no presente estudo, os resultados de
repovoamento celular podem ter sido influenciados pela atividade mitética dos fibroblastos,
uma vez que, diferente de Gilliver et al.?* (2009), a proliferacdo celular néo foi inibida no
ensaio de arranhdo in vitro.

Além dos efeitos bioestimulatorios promovidos por androgenos, no presente estudo foi
demonstrada a modulacéo dos efeitos da T apés sua associagdo ao ANA, FLU ou FUL. Ainda
que ndo tenha sido avaliada a expressdo génica da enzima aromatase ou do receptor de
estrégeno, na analise conjunta dos resultados relativos ao repovoamento de fibroblastos, pode
se aventar as respectivas hipoteses para os tratamentos com T+ANA e T+FUL: 1) os efeitos
de androgenos podem ter sido acentuados devido a maior disponibilidade de T em meio de
cultura, uma vez que o ANA inibe a reducdo de T em E, (Hong et al.**, 2011); 2) o bloqueio
farmacoldgico do receptor de estrégeno por FUL pode ter resultado apenas na atividade
promovida pela ligacdo da T ao receptor de andrdgeno, a qual foi a responsavel por aumentar
a proliferacdo, atividade metabdlica e o repovoamento dos fibroblastos no estudo atual. Além
disso, fibroblastos gengivais humanos possuem 0 mecanismo necessario para metabolizar a T
¢ androstenediona via a¢do da enzima Sa-redutase (Soory, Ahmad”, 1997; Soory, Virdi’®,
1998).

Curiosamente, os resultados do ensaio de arranhdo in vitro também mostram que,
independente da associacdo a T, o tratamento farmacoldgico com FLU foi responsavel por
promover o repovoamento dos fibroblastos gengivais em cultura celular. Neste caso, pode se
aventar a hipétese de que este evento pode ser regulado ndo apenas via receptor de estrégeno,
mas também por meio do receptor de andrégeno. Assim, com base nestes resultados, pode se
aventar a hipotese que a inibicdo da enzima aromatase e o bloqueio farmacoldgico de
receptores de andrégenos e estrogenos podem regular os mecanismos relacionados a

proliferacdo e migracdo de fibroblastos. N&o obstante, ressalta-se a necessidade de que
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pesquisas sejam realizadas no sentido de se avaliar os mecanismos envolvidos na modulacdo
dos efeitos de T por ANA, FLU e FUL sobre a migracgéo de fibroblastos gengivais humano
em cultura celular.

Outra caracteristica que foi avaliada no atual estudo foi a sintese de acido hialurénico
no sobrenadante dos fibroblastos em cultura celular. Foi demonstrado que fibroblastos
gengivais humanos expressam as isoenzimas hialuronan sintase, as quais sdo responsaveis
pela sintese de &cido hialurdnico (Hashikawa et al.*?, 2006). Além disso, estudos tem
demonstrado que a expressdo do gene responsavel pela sintese de colageno do tipo | por
fibroblastos gengivais pode ser influenciada pela acdo de moléculas proteicas tais como o
TGF-B1, IL-6 e IFN-y (Martelli-Junior et al.*®, 2003), e que a expressdo génica de &cido
hialurdnico por fibroblastos murinos pode ser regulada via acéo da IL-6 e seu receptor soluvel
sIL-6R (Mueller et al.>* 2013). Os resultados do estudo atual mostram que, entre 0s
tratamentos com os androgenos, apenas as concentracdes de DHT foram responsaveis pela
diminuicdo da sintese de acido hialurdnico por fibroblastos gengivais in vitro. Este resultado
pode ser fundamentado pelo fato de a DHT possuir maior afinidade ao receptor de andrégeno,
quando comparada & T (Aggarwal et al.*, 2010). Embora, no presente estudo, ndo tenha sido
avaliada a sintese de IL-6 em sobrenadante, pode se aventar a hipotese de que a diminuicao da
sintese de acido hialurdnico apo6s exposicdo as diferentes concentragdes de DHT pode ter
ocorrido via modulacdo da expressdo génica da IL-6, conforme demonstrado anteriormente
por outros autores (Parkar et al.®*, 1998; Gornstein et al.?®, 1999; Coletta et al.'’, 2002).
Todavia, uma vez que o hialuronan representa um dos principais componentes da matriz
extracelular (Mueller et al.>*, 2013) mais estudos devem ser realizados para elucidar os
mecanismos de acdo de andrdgenos sobre a expressdo génica das isoenzimas hialuronan
sintases.

Conforme demonstrado por Steffens et al.”®

(2012), a alteracdo dos niveis fisioldgicos
de T foi responsavel pelo espessamento do epitélio gengival de ratos no modelo de doenca
periodontal induzida por ligaduras. Assim, com o objetivo de tentar elucidar tais achados, e
sob a hipotese de que hormdnios esteroides androgénicos podem exercer efeitos sobre o
tecido epitelial, células epiteliais HaCaT foram expostas as diferentes concentracdes de T e
DHT, além do tratamento com antiandrdégenos, antiestrégenos e o inibidor ndo-esteroidal da

enzima aromatase.
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Os resultados do presente estudo mostram que o tratamento farmacolégico com
concentragdes crescentes de T foi responsavel por inibir a proliferacdo de células epiteliais

HaCaT em cultura celular. Ainda que Toraldo et al.®°

(2012) tenham relatado os efeitos
exiguos da T sobre a proliferacdo de queratindcitos de linhagem in vitro, foram confirmados
os resultados do estudo anterior que demonstrou o efeito inibitério da T sobre a proliferacdo
de queratindcitos epidérmicos em cultura celular (Pan et al.®®, 1999). Rejeitando-se a
tendéncia do resultado, nenhum efeito foi observado a partir do tratamento com diferentes
concentracdes de DHT, andr6geno metabolicamente mais ativo que a T, e de maior afinidade
ao receptor de andrégeno (Mawhinney, Mariotti’®, 2013). O contraste entre o resultado do
presente estudo e aquele observado por Toraldo et al.®® (2012) pode ser explicado por
diferencas metodoldgicas, uma vez que a proliferacdo de células HaCaT foi determinada a
partir da contagem do namero estimado de células em microscépio Optico de transmissao,

enquanto que Toraldo et al.®

(2012) determinaram a proliferacdo dos queratindcitos de
linhagem a partir do ensaio MTT, e por fluorescéncia em espectrofotometro. Além disso,
constatou-se a diminuicdo do numero de células HaCaT ap0s os tratamentos com ANA, FLU
e FUL, e com as associagdes entre T e ANA ou T e FUL. Apesar de no presente estudo ndo
ter sido avaliada a expressdo génica da enzima aromatase ou de receptores de horménios
sexuais das células HaCaT, as hipdteses que podem conduzir a explicacdo sobre os efeitos
inibitorios das respectivas associagdes sdo: 1) uma vez que o ANA inibe a conversdo da T em
E, (Hong et al.**, 2011), os efeitos inibitorios da T podem ter sido acentuados devido a sua
maior disponibilidade em meio de cultura; 2) o bloqueio farmacolégico do receptor de
estrégeno por FUL pode ter resultado apenas na atividade promovida pela ligacdo da T ao
receptor de androgeno, a qual foi responsavel por diminuir a proliferacédo de células epiteliais
HaCaT in vitro. Quanto aos efeitos dos inibidores farmacologicos, pode se aventar a hipotese
de que a inibicdo da enzima aromatase e o0 bloqueio farmacoldgico de receptores de
androgenos e estrogenos podem regular vias celulares relacionadas a proliferacdo de células
epiteliais HaCaT. Contudo, por se tratar de um trabalho inédito, mais estudos devem ser
realizados no sentido de se avaliar os mecanismos envolvidos na modulacdo dos efeitos de T
por ANA e FUL, além dos efeitos de antiandrégenos, antiestrogenos e inibidores nao-
esteroidais da enzima aromatase sobre a proliferacdo de células HaCaT em cultura celular.
Assim como nos fibroblastos de gengiva humana, a atividade metabdlica das células

HaCaT foi determinada a partir do ensaio colorimétrico Alamar Blue®. Queratindcitos
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epidérmicos de origem mamaria e celulas epiteliais HaCaT possuem 0S mecanismos
necessarios para a sintese de precursores de hormdnios esteroides sexuais. Desta forma, a
linhagem HaCaT de células epiteliais constitui modelo adequado para se avaliar os efeitos de
hormdénios esteroides sexuais e a regulacdo de enzimas envolvidas no metabolismo de
horménios sexuais (Gingras et al.**, 2003).

Na analise do metabolismo celular, o resultado do presente estudo mostra que nenhum
tratamento proposto foi responsavel por aumentar ou diminuir a atividade de células epiteliais
HaCaT em cultura celular. Em partes, tais resultados confirmam os achados de Toraldo et al.®°
(2012) que demonstraram os efeitos escassos do tratamento com T, FLU, ou suas respectivas
associagdes farmacologicas, sobre a atividade metabolica de células HaCaT in vitro. Por outro
lado, ao avaliarem os efeitos da T, E;, ANA e de precursores hormonais, sobre a atividade

metabdlica de queratindcitos epidérmicos, Pomari et al.®’

(2015) demonstraram por meio do
ensaio MTT que a diminuicdo da viabilidade dos queratindcitos pode ocorrer a partir da
exposicdo as diferentes concentracdes de T e E», e de precursores hormonais. Estes resultados
devem ser interpretados com cautela, uma vez que, diferentemente de queratinocitos
primarios, células HaCaT representam a linhagem de células epiteliais aneupldides,
associadas a alteracdes cromossdmicas (Boukamp et al.*, 1988). Assim, mais estudos devem
ser conduzidos com a finalidade de se avaliar a acdo de andrdgenos, de inibidores ndo-
esteroidais da enzima aromatase e de inibidores nao-esteroidais de receptores de horménios
sexuais sobre a atividade metabdlica de células epiteliais HaCaT em cultura celular.

Por fim, como observado nos estudos com fibroblastos, relatos conflitantes tém sido
observados na literatura em relacdo aos efeitos de horménios esteroides androgénicos sobre a
atividade migratoria de queratinocitos epidérmicos em cultura celular.

De modo geral, no presente estudo foi observado o efeito exiguo de concentracGes
crescentes de T sobre o repovoamento de queratindcitos in vitro. Além disso, dentre os
tratamentos com DHT, apenas a concentracdo de 1nM foi responsavel por diminuir a area de
arranhdo realizada sobre a monocamada das células epiteliais HaCaT em cultura celular.
Embora tenham sido demonstrados os efeitos inibitorios de andrdégenos sobre a migracdo de
células epiteliais in vitro (Gilliver et al.*, 2009; Toraldo et al.®®, 2012), um estudo recente
demonstrou a acdo bioldgica da T, onde a concentracdo de 50nM promoveu a migracdo de
queratindcitos epidérmicos em cultura celular, sendo este efeito completamente revertido pela

administracdo de ANA que, t80 somente, ndo interviu na migracdo das células epiteliais
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(Pomari et al.%”, 2015). Em contrapartida, no presente estudo foi demonstrado que entre os
tratamentos com ANA, FLU, FUL e suas respectivas associa¢des a T, apenas o ANA e o FLU
foram responsaveis pelo maior repovoamento das células HaCaT in vitro. Em parte,
resultados semelhantes foram observados in vivo apds a inibicdo farmacoldgica do receptor
de androégeno por FLU, o qual foi responséavel por acelerar o processo de reparo tecidual em
camundongos (Ashcroft, Mills*, 2002). Todavia, uma vez que células HaCaT representam a
linhagem de células epiteliais aneupldides, associadas a alteracfes cromossémicas (Boukamp
et al.", 1988), mais estudos devem ser conduzidos com a finalidade de se avaliar a acdo de
andrdgenos, de inibidores ndo-esteroidais da enzima aromatase e de inibidores ndo-esteroidais
de receptores de hormdnios sexuais sobre a capacidade de repovoamento de celulas epiteliais

HaCaT em cultura celular.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condicGes experimentais utilizadas neste estudo in vitro, foi

possivel concluir que:

1. De modo geral, hormdnios esteroides androgénicos exercem efeitos opostos sobre
eventos celulares de fibroblastos gengivais humano e células epiteliais HaCaT em
cultura celular.

2. Embora as concentra¢es de DHT tenham diminuido a sintese de acido hialurénico
por fibroblastos gengivais, tanto a T quanto a DHT foram responsaveis por
estimular a proliferacdo, metabolismo e o repovoamento dos fibroblastos in vitro.
Em contrapartida, a exposicdo de células HaCaT a estes mesmos androgenos
resultou na inibicdo ou em efeitos exiguos, sobre o crescimento, atividade
metabolica ou a capacidade de repovoamento celular da area de arranhdo in vitro.

3. O tratamento com o inibidor ndo-esteroidal da enzima aromatase, com o
antiandrégeno e antiestrégeno, respectivamente, ANA, FLU e FUL, exerceram
efeitos isolados ou em associacdo a T, influenciando eventos celulares de

fibroblastos gengivais humano e células epiteliais HaCaT in vitro.
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ANEXO A

Aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — FOAr/UNESP.
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DADODS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto de andrégenos sobre a proliferagdo e atividade de fibroblastos e células
epiteliais in vitro

Pesquisador: Luis Carlos Spolidorio
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Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAD

DADDS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.349.165

Apresentagio do Projeto:
Projeto bem detalhado no qual busca avaliar como 05 andrégenos atuam sobre o metabolismo de
fibroblastos e queratindcitos.

Objetivo da Pesquisa:

O objetive do estudo & de avaliar o metabolisme, preliferagéo e migragdo celular, determinades como
indicativos da capacidade de reparo de fibroblastos e queratindcitos sob o efeito da administracéo
farmacolégica de andrégenos. Come objetivos secundérios os autores apresentam ainda a Avaliagio da
influéncia da testosterona e inibidores farmacoldgicos de receptores de androgenos sobre a capacidade de
reparo de fibroblastos gengivais e queratindctios in vitro.

Avaliagdo do efeito do andrégeno ndo-aromatizavel (DHT) sobre a capacidade de reparo de fibroblastos
gengivais & queratinocitos in vitro.

Avaliago da influéncia da testosterona e inibideres farmacolégicos de receptores de estrogencs sobre o
processo de repare in vitro.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos apresentados sdo:

- " Os mesmos decorrentes da cirurgia: dor, sangramento, inflamag8o, inchago, dificuldade para abrir a

boca, infecgdo. Os riscos serdo controlados com medicamentos prescrites conforme a
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orientagdo do profissional responsavel pela Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odentologia de Araraquara.
A retirada da papila gengival pode determinar aumento no tempo de cirurgia, ndo havendo riscos extra como
a necessidade de utilizagdo de outras drogas ou maiores doses de anestesia, a ndo ser as necessarias para
4 exodontia indicadas pelo cirurgifo-dentista responsavel pela cirurgia.” (estas infomagdes foram todas
apresentadas no TCLE.

Os beneficios apresentados sdo relacionados com os conhecimentos cientificos decorrentes dos resultados,
portanto, ndo havera beneficio direto para oz participantes da pesquiza.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta relevdncia para a ciéncia, sendo estes beneficios justificaveis frente aos riscos
apresentados aos sujeitos da pesquisa.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigataria:

Foram apresentadas: Declarago de cumprimente das normas da Resolugdo 466/12 do CNS & Autorizagdo
para uso da clinica de cirurgia do Departamento de Diagnastico e Cirurgia da FOAr.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O resumo foi corrigido contende agora a metodelegia da pesquisa com a informagic de que os
gueratinécitos de linhagem e fibroblastos isolados serdo obtidos a partir de amostras da papila gengival
obtidas de pacientes entre 18-25 anos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Atendidas pendéncias de reunido, considero APROVADO o protocolo.

0 pesquisador devera encaminhar relatorios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,

guando devera encaminhar o relatorio final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 231172015 Aceito
do Projeto ROJETO_S574576.pdf 14:43:20
Projeto Detalhade /| Projeto_de_Pesquisa_CEP pdf 23/11/2015 [Luis Carlos Aceito
Brochura 14:41:02 | Spolidorio
Investigador
TCLE { Termos de | TCLE pdf 23/092015 |[Luis Carlos Aceito
Assentimento / 19:31:50 | Spolidorio
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