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RESUMO 

 

Hormônios esteroides sexuais participam de diversos eventos celulares e moleculares, e 

exercem influência sobre o epitélio e tecido conjuntivo do periodonto. A testosterona (T), 

principal hormônio androgênico, pode ser convertida em estradiol (E2) pela ação da enzima 

aromatase, ou em di-hidrotestosterona (DHT) pela ação da enzima 5α-redutase. Para elucidar 

o impacto de andrógenos sobre as células que compõem os tecidos conjuntivo e epitelial, 

fibroblastos e queratinócitos foram avaliados em relação aos efeitos de diferentes 

concentrações de T e DHT, além da exposição ao anastrozol (ANA), flutamida (FLU), 

fulvestranto (FUL), e às associações farmacológicas T+ANA, T+FLU e T+FUL. Os 

resultados do presente estudo indicaram que, de modo geral, hormônios esteroides 

androgênicos exercem efeitos opostos sobre eventos celulares de fibroblastos gengivais 

humano e células epiteliais HaCaT em cultura celular. Enquanto a T e a DHT agem 

promovendo o aumento da proliferação e atividade de fibroblastos, a exposição de células 

HaCaT a estes mesmos andrógenos resulta em inibição ou exiguidade do crescimento celular, 

atividade metabólica ou a capacidade de repovoamento da área de arranhão in vitro. Além 

disso, o tratamento farmacológico com ANA, FLU, FUL, e suas respectivas associações à T, 

parece influenciar eventos celulares de fibroblastos gengivais humano e células epiteliais 

HaCaT in vitro.  

 

Palavras-chave: Fibroblastos, Hormônios esteróides gonadais, Androgênios. 



Santana LCL. Androgens impact on gingival fibroblasts and epithelial cells proliferation and 

activity in cell culture [Dissertação 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 5α-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 INTRODUÇÃO 

 

A síntese e o controle de hormônios esteroides gonadais ocorre por meio de um 

processo autorregulador via eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, por meio do estímulo do 

hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) (Mawhinney, Mariotti
50

,
 
2013). Com o passar 

da idade, constata-se que a diminuição da síntese de GnRH é acompanhada pela redução dos 

níveis séricos de testosterona, indicando o encerramento do período reprodutivo no homem 

(Gruenewald et al.
27

,
 
2000; Keenan, Veldhuis

38
,
 
2004; Zhang et al.

99
,
 
2013).  

Níveis subfisiológicos de testosterona, em geral, menor que 300 ng/dL em adultos 

(Bhasin et al.
8
,
 
2010), têm sido associados à letargia, depressão, diminuição da libido, 

diminuição da massa muscular e óssea (Liu et al.
46

,
 
2004), disfunção erétil (Zitzmann et al.

101
,
 

2006), resistência à insulina, osteopenia (Veldhuis
92

,
 
2008), osteoporose, síndrome metabólica 

e diabetes mellitus do tipo 2 (Yeap
98

,
 

2009). Por outro lado, os efeitos de níveis 

suprafisiológicos de testosterona, maior que 700 ng/dL (Bhasin et al.
8
,
 
2010), podem incluir 

alterações cardiovasculares (Kanayama et al.
37

,
 
2008), disfunção sexual, toxicicidade às 

células hepáticas (Welder et al.
95

,
 

1995), além de efeitos psíquicos, somáticos e 

comportamentais (Clark, Henderson
16

,
 

2003; Van Amsterdam et al.
91

,
 

2010). Logo, a 

manutenção de níveis fisiológicos de GnRH e hormônios esteroides gonadais mostra-se 

favorável para o equilíbrio das funções metabólicas e do sistema imune (Tanriverdi et al.
86

,
 

2003). 

Apesar das ações de hormônios esteroides sexuais sobre as células residentes no tecido 

periodontal ainda não terem sido completamente elucidadas (Mariotti, Mawhinney
47

,
 
2013), 

um estudo clínico caso-controle reportou o aumento da área gengival causado pelo uso 

prolongado de esteroides androgênicos anabolizantes, por atletas levantadores de peso 

(Ozcelik et al.
62

,
 

2006). Recentemente, o nosso grupo evidenciou que tanto níveis 

subfisiológicos quanto suprafisiológicos de testosterona foram responsáveis pelo 

espessamento da área gengival, sugerindo o papel regulador deste hormônio sobre as células 

que compõem os tecidos conjuntivo e epitelial (Steffens et al.
78

,
 
2012).  

Assim, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a influência de andrógenos sobre 

eventos celulares e moleculares de fibroblastos e células epiteliais em cultura celular. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Síntese e Controle de Hormônios Esteroides Gonadais  

 

O hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) representa a classe de neuropeptídeos 

que desempenham papel regulador na cascata hormonal reprodutiva (Veldhuis
93

,
 
1999; Millar 

et al.
51

,
 
2004; Ubuka et al.

90
,
 
2013). Produzido e controlado por meio de um sistema dinâmico 

autorregulador via eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, o GnRH é responsável por estimular a 

produção de hormônios esteroides gonadais, via ação das gonadotrofinas hormônio folículo 

estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH), respectivamente, sobre o folículo ovariano e 

as células intersticiais de Leydig nos testículos. Por conseguinte, a testosterona e o estradiol 

produzidos por estímulos gonadotróficos exercem papel regulador no processo de síntese do 

GnRH (Figura 1), além de exercerem suas funções em diferentes processos fisiológicos do 

organismo (Mariotti, Mawhinney
47

,
 
2013; Mawhinney, Mariotti

50
,
 
2013). 

Entre os andrógenos, a testosterona é o principal hormônio androgênico, e pode ser 

convertida em estradiol (E2) pela ação da enzima aromatase, ou em di-hidrotestosterona 

(DHT), andrógeno não-aromatizável, pela ação da enzima 5α-redutase (Sinnesael et al.
74

,
 

2011; Mariotti, Mawhinney
47

,
 
2013). 

 

Figura 1 - Controle da síntese de hormônios sexuais via eixo hipotálamo-hipófise-gonadal no gênero 
masculino: T- testosterona; E2- estradiol; DHT- di-hidrotestosterona; GnRH- hormônio liberador de 

gonadotrofinas; ICSH- hormônio estimulador de células intersticiais. 

 

 

Autor: Adaptado de Mawhinney, Mariotti
50

,
 
2013. 

Fonte: Periodontol 2000. 2013; 61(1): 232-51. 
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De modo geral, hormônios esteroides sexuais exercem papel central na reprodução 

humana, na diferenciação do trato reprodutor, no desenvolvimento do esqueleto e da 

musculatura esquelética, na homeostase óssea, além de regularem processos metabólicos nas 

glândulas salivares, no fígado e nos rins (Mooradian et al.
53

, 1987; Shiau et al.
71

,
 
2014). 

Porém, para que exerçam ação, é fundamental sua ligação a receptores intracelulares, 

presentes no citoplasma e no núcleo celular, de forma a desencadear uma sequência de 

eventos genômicos responsáveis pela síntese de proteínas que exercem seus efeitos biológicos 

em diferentes células e tecidos-alvo (Mariotti, Mawhinney
47

,
 
2013) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Mecanismo de ação de hormônios esteroides gonadais: S- hormônio esteroide gonadal; 

DNA- ácido desoxiribonucleico; mRNA- ácido ribonucleico mensageiro. 

 

 

Autor: Adaptado de Mariotti, Mawhinney
47

,
 
2013. 

Fonte: Periodontol 2000. 2013; 61(1): 69-88. 

 

2.2 Receptores Hormonais, Antiandrógenos, Antiestrógenos  

 

Receptores de andrógeno (AR), progesterona (PR) e de estrógenos-α e -β (ER-α, ER-

β) são expressos por diversas células e constituem a classe de receptores nucleares hormonais 

(Bläuer et al.
10

,
 
1991; Liang et al.

44
,
 
1993; Wilson, Mcphaul

96
,
 
1996; Enmark et al.

21
,
 
1997). 

Os receptores nucleares compartilham similaridades estruturais, e podem ser divididos em três 

grupos: 1) receptores hormonais; 2) receptores órfãos; e 3) receptores órfãos adotados. Estes 

receptores possuem quatro regiões: A região A/B (domínio N-terminal de ativação da função 
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1; AF-1), a região C (domínio de ligação ao DNA; DBD), a região D (região de dobradiça), e 

região E/F (domínio de ligação ao ligante; LBD), sendo as regiões C e E/F as mais 

conservadas. A ligação específica de hormônios esteroides sexuais à região LBD de seus 

respectivos receptores hormonais gera o recrutamento de correguladores da transcrição 

responsáveis por ativar a indução ou repressão de genes-alvo (Mariotti, Mawhinney
47

,
 
2013; 

Yang et al.
97

,
 
2014) (Figura 3). Estudos têm demonstrado que a expressão do AR pode variar 

entre os diferentes tecidos humanos (Wilson, Mcphaul
96

,
 
1996) e até mesmo, entre diferentes 

espécies de roedores (Jahan et al.
36

,
 
2015). 
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Figura 3 - Organização estrutural e funcional de receptores nucleares. A- estrutura comum ilustrando 

o domínio N-terminal ativador da função 1 (região A/B), que regula a ativação transcricional 

independente do ligante; o domínio de ligação ao DNA (DBD), que dita a resposta específica de 
reconhecimento do elemento (região C); a região de dobradiça (região D), que estabelece a ligação 

entre o DBD e o LBD (região E/F). B- estrutura multi-domínio do complexo HFN4-α/DNA. A 

estrutura do homodímero fator nuclear de hepatócitos-α (HFN4-α) inclui DBD (rosa), dobradiça 
(verde), LBD (laranja) formando um complexo com a sequência de DNA (à esquerda) e o ligante 

(pontos verdes). C- ampliação do monômero LBD HFN4-α ilustrando uma estrutura de três camadas 

“sanduíche”. D- regulação metabólica ilustrando que o complexo de ligação aos receptores nucleares 
promove o recrutamento de proteínas co-ativadoras responsáveis por aumentar a atividade de 

transcrição gênica. Receptores nucleares ligam-se à molécula de DNA como monômeros, 

homodímeros (receptores hormonais), e heterodímeros.  

 

 

Autor: Adaptado de Yang et al.
97

, 2014. 

Fonte: Mar. Drugs. 2014; 12(2): 601-635. 

 

Entretanto, a inibição dos receptores de andrógenos (AR) e de estrógeno (ER) pode ser 

mediada, respectivamente, por antiandrógenos e antiestrógenos. O fulvestranto, antagonista 

do ER, age rompendo a dimerização e a localização nuclear deste receptor, bloqueando a 

atividade de transcrição gênica, acelerando a degradação do ER. Logo, o fulvestranto é 
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responsável por inibir a atividade de genes regulados por estrógenos, como aqueles associados 

a neoplasias (Osborne et al.
61

,
 
2004) (Figura 4). Por outro lado, a flutamida, um antiandrógeno 

não-esteroidal, compete com andrógenos pelo sítio de ligação ao AR, e seus mecanismos 

estruturais de inibição gênica ainda não foram esclarecidos (Tan et al.
85

,
 
2015).    

 

Figura 4 - Mecanismo de ação do fulvestranto que compete com estrógenos pelo sítio de ligação à 

região LBD do receptor de estrógeno, regulando a expressão gênica a nível transcricional. ERE- 

elemento responsivo ao estrogênio; ER- receptor de estrógeno; F- fulvestranto.   

 

 

Autor: Adaptado de Osborne et al.
61

, 2004 

Fonte: Br J Cancer. 2004; 90(1): S2-6. 

 

2.3 Mecanismo de Ação da Enzima 5α-Redutase  

 

Codificadas, respectivamente, pelos genes SRD5A1 e SRD5A2, as enzimas 5α-

redutase do tipo I e do tipo II atuam na conversão de testosterona em DHT, andrógeno não-

aromatizável e metabolicamente mais ativo que o seu precursor. A isoenzima do tipo I é mais 

comumente expressa por fibroblastos da derme, queratinócitos da epiderme e foliculares, 

glândulas sudoríparas, e glândulas sebáceas da pele, enquanto que a isoenzima do tipo II é 

mais comumente expressa na próstata, epidídimo, vesícula seminal, e tecidos genitais (Li et 

al.
42

,
 
1995; Aggarwal et al.

1
,
 
2010). Além disso, ação da enzima 5α-redutase tem sido 

observada na linhagem HaCaT de células epiteliais (Altenburger, Kissel
3
,
 
1999) e em 

fibroblastos gengivais (Soory, Virdi
76

,
 
1998).  A redução de testosterona em DHT envolve um 

mecanismo de ação complexo entre a enzima 5α-redutase, fosfato de dinucleotídeo de 

nicotinamida e adenina (NADPH) e testosterona, que resulta em reduções seletivas nas 
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regiões dos carbonos 4 e 5 do anel aromático da testosterona (Aggarwal et al.
1
,
 
2010) (Figura 

5).  

 

Figura 5 - Mecanismo de ação da enzima 5α-redutase, responsável pela conversão de testosterona em 

DHT. 

 

 

Autor: Adaptado de Aggarwal et al.
1
, 2010. 

Fonte: Steroids. 2010; 75(2): 109-53. 

 

2.4 Mecanismos de Ação da Aromatase e de Inibidores da Aromatase  

 

O entendimento da ação biológica promovida pela enzima aromatase contribuiu para o 

desenvolvimento racional de fármacos com ação molecular, para o tratamento de neoplasias 

(Santen et al.
70

,
 
2009). Pertencente à grande família do citocromo P450, o gene CYP19A1, 

presente em múltiplos tecidos, encontra-se no locus cromossômico 15q21.2, sendo o 

responsável pela codificação da enzima aromatase (Simpson
73

,
 
2003), expressa por diversos 

tipos celulares como osteoblastos, osteoclastos (Nawata et al.
58

,
 
1995) e fibroblastos da pele 

(Harada
31

,
 
1992). Responsável pela conversão de andrógenos em estrógenos (Chumsri et al.

14
,
 

2011; Hong et al.
34

,
 
2011), a enzima aromatase representa a principal via extraglandular para a 

síntese de estrógenos, sendo esta via importante para a manutenção deste hormônio a níveis 

fisiológicos, principalmente em mulheres pós menopausa (Santen et al.
70

,
 
2009). Entre os 

inibidores da enzima aromatase, o exemestano possui estrutura química similar aos 

andrógenos, e portanto, representa um inibidor esteroidal de ligação irreversível, causando 

inibição permanente desta proteína. Alternativamente, o letrozol e o anastrozol representam a 

classe de inibidores não-esteroidais, que competem com andrógenos pelo sítio de ligação à 
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enzima aromatase, possuindo um grupamento funcional triazol, responsável por modificar as 

propriedades catalíticas desta mesma enzima (Figura 6) (Hong et al.
34

,
 
2011).    

 

Figura 6 - Mecanismos de ação da enzima aromatase e dos inibidores esteroidal e não-esteroidais da 

enzima aromatase. 

 

 

Autor: Adaptado de Hong et al.
34

, 2011. 

Fonte: Steroids. 2011; 76(8): 802-6. 

 

2.5 Efeitos Biológicos de Hormônios Esteroides Sexuais Sobre os Tecidos Conjuntivo e 

Epitelial 

 

Os efeitos de andrógenos e estrógenos sobre o tecido conjuntivo e epitelial têm sido 

elucidados em modelos de reparo tecidual, onde a ovariectomia, responsável pela diminuição 

dos níveis de estrógeno, aumenta a expressão de citocinas pró-inflamatórias como o fator de 

necrose tumoral-alfa (TNF-α), fator de inibição da migração de macrófagos (MIF) e 

interleucina-6 (IL-6), promove a diminuição da síntese de proteínas da matriz, diminuição da 

contração e da reepitelização de feridas cutâneas, além do atraso no processo de cicatrização 

tecidual, sendo estes traços revertidos pela administração de estrógeno (Pirilä et al.
66

,
 
2002; 

Ashcroft et al.
5
,
 
2003; Mills et al.

52
,
 
2005; Romana-Souza et al.

69
,
 
2014). Em contrapartida, 

foram demonstrados os efeitos adversos de andrógenos na cicatrização de feridas cutâneas, 

devido, em parte, à conversão de testosterona em DHT pela ação da enzima 5α-redutase, 



20 
 

 

 

 

sendo que o bloqueio farmacológico desta enzima acelera o processo de reparo tecidual e 

diminui os níveis de IL-6 tecidual (Gilliver et al.
23

,
 

2006; Gilliver et al.
24

,
 

2009). 

Corroborando com os estudos in vivo realizados por Gilliver et al.
23

 (2006) e Gilliver et al.
24

 

(2009), um estudo em humanos demonstrou que níveis 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 região 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, pós-menopausa) (Engeland et al.
20

,
 
2008). A relevância dos efeitos 

biológicos mediados pelo receptor de andrógeno foi observada em camundongos 

transgênicos, em que o silenciamento genético do receptor de andrógeno (ARKO) promoveu 

resultados semelhantes à orquiectomia e à inibição farmacológica do receptor de andrógeno 

por flutamida, estimulando o processo de reparo tecidual, a deposição de colágeno, a 

diminuição do infiltrado de células inflamatórias e expressão tecidual de IL-6 e TNF-α 

(Ashcroft, Mills
4
,
 
2002; Lai et al.

40
,
 
2009; Romana-Souza et al.

69
,
 
2014).  

Analisados em conjunto, estes resultados demonstram o papel modulador de 

andrógenos/AR e estrógenos/ER sobre a resposta imune-inflamatória (Cunningham, 

Gilkeson
18

,
 
2011; Lai et al.

41
,
 
2012), além dos efeitos opostos que exercem sobre os tecidos 

conjuntivo e epitelial durante o processo de cicatrização tecidual (Romana-Souza et al.
69

,
 

2014). 

 

2.6 Papel de Hormônios Esteroides Sexuais Sobre os Tecidos Periodontais 

 

Assim como nos tecidos da pele, receptores de hormônios esteroides sexuais são 

expressos por diversas células do periodonto (Mariotti, Mawhinney
47

,
 
2013), os quais podem 

contribuir para progressão das doenças periodontais (Mascarenhas et al.
49

,
 
2003).  

Apesar de mulheres grávidas apresentarem maiores índices de gengivite (Tilakaratne 

et al.
88

,
 
2000), a deficiência de estrógeno pode ser considerada um fator coadjuvante para a 

manifestação da doença periodontal (Reynolds et al.
68

,
 
2004; Haas et al.

29
,
 
2009). Em modelos 

animais de doença periodontal, foi constatada a maior reabsorção óssea alveolar em fêmeas 

ovariectomizadas (Bezerra et al.
7
,
 
2013; Blasco-Baque et al.

9
,
 
2012; Chen et al.

13
,
 
2015; Dai et 

al.
19

,
 
2016), além de maior expressão de citocinas pró-inflamatórias como inteleucina-1 beta 

(IL-1β), IL-6 e TNF-α no tecido conjuntivo gengival, visto que a suplementação com estradiol 



21 
 

 

 

 

promoveu a redução da resposta imune-inflamatória nos tecidos gengivais, sugerindo o papel 

anti-inflamatório deste hormônio esteroide na doença periodontal (Blasco-Baque et al.
9
,
 

2012).  

Similarmente aos efeitos causados pela diminuição dos níveis de estrógeno (Haas et 

al.
29

,
 
2009), foi demonstrado que a privação de andrógenos em homens e animais está 

associada a maior susceptibilidade à doença periodontal (Famili et al.
22

,
 
2007; Wang et al.

94
,
 

2016), e que o uso prolongado de hormônios androgênicos foi responsável pelo espessamento 

gengival em atletas levantadores de peso (Ozcelik et al.
62

,
 
2006). Além disso, em modelos de 

doença periodontal induzida por ligaduras, observou-se maior perda óssea alveolar e 

diminuição dos níveis de fósforo e fosfatase alcalina promovidos por doses elevadas de 

testosterona (Steffens et al.
79

,
 
2014), aumento da expressão de IL-1β nos tecidos gengivais 

devido à orquiectomia, maior perda óssea alveolar ocasionada tanto pela inibição 

farmacológica de receptores de andrógenos quanto por orquiectomia (Steffens et al.
77

,
 
2015), 

além do aumento da área gengival associado a níveis subfisiológicos e suprafisiológicos de 

testosterona (Steffens et al.
78

,
 
2012).  

Diante destes resultados, é possível afirmar que assim como nos tecidos da pele, 

hormônios esteroides sexuais desempenham papel modulador nos tecidos periodontais, e 

podem influenciar a progressão das doenças periodontais (Güncü et al.
28

,
 
2005). Todavia, os 

mecanismos de ação e interação entre hormônios esteroides sexuais e as células residentes dos 

tecidos periodontais ainda não foram completamente elucidados (Mariotti, Mawhinney
47

,
 

2013). 

 

2.7 Efeitos de Hormônios Esteroides Sexuais Sobre Fibroblastos e Células Epiteliais 

 

Os efeitos de hormônios esteroides sexuais e seus precursores foram avaliados sobre 

fibroblastos dérmicos em cultura celular, onde foi observado que o tratamento com 17β-

estradiol e dehidroepiandrosterona (DHEA) suscitou o aumento da migração celular, sendo o 

efeito da DHEA inibido pela administração de anastrozol que, isoladamente, não influenciou 

a migração de fibroblastos em cultura celular (Stevenson et al.
80

,
 
2009). Similarmente, foi 

demonstrado que a diminuição da viabilidade celular após os tratamentos com doses 

crescentes de DHEA, DHEA-sulfato, testosterona, anastrozol e 17β-estradiol não exerceram 

influência sobre a migração de fibroblastos e células epiteliais em cultura celular. Ademais, a 
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testosterona (50nM) e o 17β-estradiol (1nM) foram responsáveis por acelerar a migração de 

ambos tipos celulares, sendo o efeito parcial da testosterona completamente revertido pelo 

anastrozol (100nM) que, por si só, não interviu na migração de fibroblastos ou células 

epiteliais in vitro (Pomari et al.
67

,
 
2015).  

O efeito modulador da testosterona foi verificado sobre eventos celulares e 

moleculares de fibroblastos de origem cardíaca em cultura celular, onde o tratamento com 

10nM de testosterona foi responsável por inibir a migração, proliferação, e diferenciação de 

miofibroblastos, induzidas por fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-β1), além da 

síntese de colágeno induzida por TGF-β1 e angiotensina II, sendo estes efeitos inibitórios 

suprimidos após a administração de 5 µM de nilutamida, antagonista do receptor de 

andrógeno (Chung et al.
15

,
 

2014). Todavia, estes autores demonstraram os efeitos 

inexpressíveis do uso isolado de testosterona sobre eventos celulares e moleculares de 

fibroblastos, em conformidade com resultados anteriores que demonstraram os efeitos exíguos 

de concentrações de DHT 10nM e 100nM sobre a migração e proliferação de fibroblastos da 

derme (Gilliver et al.
24

,
 
2009).  

Em contrapartida, foi observada maior proliferação de fibroblastos gengivais humanos 

em cultura celular após a administração de DHT, devido, em parte, ao aumento da expressão 

de ácido graxo sintase (FAS) e do receptor de andrógeno (Coletta et al.
17

,
 
2002; Almeida et 

al.
2
,
 
2005). Além disso, tanto a testosterona quanto o DHT, foram responsáveis por promover 

a migração de fibroblastos embrionários (linhagem NIH3T3) (Castoria et al.
12

,
 

2011), 

diminuição da expressão gênica de IL-6 por fibroblastos gengivais humanos in vitro (Parkar et 

al.
65

,
 
1998; Gornstein et al.

26
,
 
1999; Coletta et al.

17
,
 
2002), além da diminuição de TGF-β1 e 

TNF-α por fibroblastos da derme de ratos (Gilliver et al.
23

,
 
2006).  

O papel da enzima 5α-redutase foi observado por meio da capacidade de fibroblastos 

gengivais humano metabolizarem hormônios esteroides androgênicos, na presença de 

produtos bacterianos derivados de P. gingivalis, P. intermedia e A. actinomycetemcomitans 

(Soory, Ahmad
75

,
 
1997), na presença ou ausência de minociclina (Soory, Virdi

76
,
 
1998), e 

durante o tratamento com diferentes concentrações de E2 e progesterona (Tilakaratne, Soory
87

,
 

1999). 

A ação biológica de andrógenos sobre células epiteliais foi relatada por (Pan et al.
63

,
 

1999), que demonstraram os efeitos inibitórios da testosterona 1nM sobre a proliferação de 

queratinócitos da epiderme. Além do mais, (Gilliver et al.
24

,
 
2009) demonstraram a inibição 



23 
 

 

 

 

da atividade migratória de queratinócitos da epiderme, após o tratamento com 100nM de 

DHT. De modo semelhante, os tratamentos com concentrações crescentes de T (10nM à 

10µM) foram responsáveis por causar a inibição da migração de células epiteliais (linhagem 

HaCaT) em cultura celular, sendo este efeito revertido pela administração de 1µM de 

flutamida (Toraldo et al.
89

,
 

2012). Além disso, estes autores demonstraram que a 

administração de T (100nM) não influenciou a proliferação das células epiteliais in vitro. 

 

2.8 Colágeno e Ácido Hilurônico 

 

O colágeno representa uma das proteínas mais abundantes nos seres vivos e um dos 

principais componentes da matriz extracelular no tecido conjuntivo (Tan et al.
84

,
 
1995; 

Shoulders, Raines
72

,
 
2009). Secretado por uma variedade de tipos celulares (Tajima, Pinnell

81
,
 

1981; Takuwa et al.
83

,
 
1991), o colágeno é composto por três cadeias polipeptídicas, sendo as 

mais comuns prolina-hidroxiprolina-glicina, as quais encontram-se entrelaçadas em forma de 

trípla-hélice, também conhecida como tropocolágeno, compondo de forma complexa a rede 

de fibras e fibrilas colágenas observadas no tecido ósseo e membranas basais (Shoulders, 

Raines
72

,
 
2009). Dentre a superfamília dos colágenos, os tipos I, II e III representam as formas 

mais comuns de colágenos intersticiais (Olsen
60

,
 
1995), sendo o colágeno tipo I o mais 

abundante no tecido periodontal (Nanci, Bosshardt
57

,
 
2006). A síntese de colágeno do tipo I 

por fibroblastos gengivais humano em cultura pode ser regulada por moléculas proteicas 

como TGF-β1, IL-6 e interferon-γ (IFN-γ) (Martelli-Junior et al.
48

,
 

2003), pelo 

lipopolisacarídeo bacteriano (Takahashi et al.
82

,
 
2008), além de ser mediada pelo receptor de 

andrógeno (Lin et al.
45

,
 
2012). 

O polissacarídeo hialuronan representa um dos principais componentes da matriz 

extracelular, sendo sintetizado por três isoenzimas hialuronan sintase (Has1-3) (Mueller et 

al.
54

,
 
2013), as quais são expressas por fibroblastos gengivais humano em cultura celular 

(Hashikawa et al.
32

,
 
2006). Em cultura primária de fibroblastos isolados de camundongos, foi 

demonstrada a capacidade da IL-6 e o seu receptor solúvel (sIL-6R) estimularem a expressão 

gênica, principalmente de Has1 e 2, e em menor grau, a expressão de Has3, sugerindo o papel 

regulador desta interleucina e seu receptor solúvel no processo de síntese do ácido hialurônico 

(Mueller et al.
54

,
 
2013). 
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Apesar de células HaCaT representarem a linhagem de células epiteliais epidérmicas 

aneuploides (Boukamp et al.
11

, 1988), de acordo com a literatura, fibroblastos e queratinócitos 

fornecem respostas adequadas quando se pretende avaliar a influência de andrógenos sobre o 

comportamento destas células em cultura (Welder et al.
95

,
 
1995; Tilakaratne, Soory

87
,
 
1999; 

Coletta et al.
17

,
 
2002; Gingras et al.

25
,
 
2003; Almeida et al.

2
,
 
2005; Gilliver et al.

24
,
 
2009; 

Toraldo et al.
89

,
 
2012). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

A hipótese geral deste estudo é de que hormônios esteroides androgênicos possuem 

papel regulador sobre eventos celulares e moleculares de fibroblastos e células epiteliais in 

vitro. Para testar esta hipótese, este estudo tem como propostas: 

 

a) Avaliar a influência de concentrações crescentes de testosterona e DHT sobre a 

proliferação e atividade de fibroblastos e células epiteliais em cultura celular; 

b) Avaliar os efeitos do inibidor farmacológico da enzima aromatase, e de sua 

associação à testosterona, sobre a proliferação e atividade de fibroblastos e células 

epiteliais em cultura celular; 

c) Avaliar os efeitos de inibidores farmacológicos de receptores de andrógeno ou 

estrógeno, e suas respectivas associações à testosterona, sobre a proliferação e 

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

 

Foram utilizados fibroblastos gengivais entre a 5ª e 10ª passagem (fibroblastos 

gengivais - hGF - cultura primária), e células epiteliais (linhagem HaCaT, de células epiteliais 

humanas - linhagem imortalizada - Cell Line Service - 300493). 

Amostras de aproximadamente 1.0 mm³ do tecido gengival, na região de papila 

interdental, foram obtidas de três pacientes jovens (18-25 anos), do gênero feminino, durante 

procedimento de extração dentária. Como critérios de exclusão, os pacientes não deveriam ser 

tabagistas ou estar fazendo uso de medicamentos, não possuir doenças sistêmicas, e não 

apresentar doença periodontal, sendo que estes dados foram coletados por meio de anamnese 

e exame clínico. Todos os procedimentos realizados neste estudo seguiram as normas do 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara - FOAr/UNESP, 

após a aprovação 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 porção de gengiva obtida de cada paciente foi colocada em tubo Falcon de 15 mL 

(TPP - Techno Plastic Products AG, Zollstrasse, Trasadingen, Suíça) 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 antibióticos e antimicóticos (10.000 unidades/mL de penicilina, 

10.000 µg/mL de estreptomicina e 25 µg/mL de fungizone
® 

- Gibco
®
, Life Technologies

™
). 

Através de dissociação enzimática, 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 poços (TPP), 

contendo 3 mL de DMEM e 3 mg/mL de solução enzimática. Após 24 horas (h) de incubação 

a 37ºC em atmosfera úmida, contendo 5% de CO2 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, Centrífuga Baby FANEM
®
, São 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 cm² (TPP). 
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4.1 Cultura de Células  

 

Fibroblastos e células epiteliais foram cultivados em frascos com área de crescimento 

de 75 cm² (TPP) a 37ºC em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 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, aminoácidos não-essenciais e 1% de 

antibióticos (10.000 U/mL de penicilina e 10.000 µg/mL de estreptomicina). As substituições 

do meio de cultura foram realizadas a cada 48h, e o crescimento celular avaliado a cada 24h. 

Após atingirem confluência necessária de 80%, as células foram lavadas com 10.0 mL de 

solução salina tamponada – PBS (Sigma-Aldrich
®
, Co., St. Louis, MO, EUA) e, após a 

remoção desta solução tampão, foram mantidas por 10 min em incubadora a 37ºC e atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2 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 ação da tripsina e, então, o conteúdo celular transferido para um 

tubo Falcon de 15,0 mL (TPP) foi centrifugado por 2 min a 1.600 rpm. Após o fracionamento 

celular e descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 5.0 mL de meio de 

cultura suplementado e em seguida, após homogeneização, adicionou-se 20µL da suspensão 

celular à 20µL de Azul Tripan 0.4% (Gibco
®
, Life Technologies

™
) para a contagem de 

células viáveis em hemocitômetro. Após a contagem, estas células foram cultivadas em placas 

de 24 poços para a realização dos experimentos.  

 

4.2 Grupos Experimentais 

 

Consistiram os 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 associações 

farmacológicas: testosterona e anastrozol (T+ANA); testosterona e flutamida (T+FLU); e 

testosterona e fulvestranto (T+FUL). De modo a obter a concentração inicial das soluções de 

estoque, todos os fármacos foram previamente preparados em etanol absoluto, conforme as 

especificações do fabricante (Sigma-Aldrich
®
). A concentração de etanol (EtOH) ≤ a 0.1% foi 

utilizada como grupo controle, e as concentrações finais dos fármacos foram obtidas pela 

diluição das soluções de estoque em DMEM (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Relação 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 [  ] farmacológica hGF  HaCaT  

Controle (EtOH)  ≤ 0.1% +  +  

T 1nM +  +  

T 10nM +  +  

T 100nM +  +  

T 1µM +  -  

DHT 1nM +  +  

DHT 10nM +  +  

DHT 100nM +  +  

DHT 1µM +  -  

ANA 10nM +  +  

FLU 10nM +  +  

FUL 10nM +  +  

T+ANA 1nM + 10nM +  +  

T+FLU 1nM + 10nM +  +  

T+FUL 1nM + 10 nM +  +  

 
Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.3 Ensaio de Proliferação Celular  

 

A proliferação celular foi determinada a partir do método fluorimétrico Hoechst Stain 

Solution 33258 (Sigma-Aldrich
®
), utilizado em estudos anteriores para a quantificação do 

número de células em cultura (Papadimitriou, Lelkes
64

,
 
1993; Murphy et al.

56
,
 
2010). Este 

método baseia-se na ligação seletiva de bis-benzimida, um corante fluorescente, permeável às 

células, às bases nitrogenadas adenina-timina no DNA, possibilitando a identificação e 

contagem de células marcadas com o corante (Papadimitriou, Lelkes
64

,
 

1993; Zhang, 

Kiechle
100

,
 
1998).    

Assim, foram semeadas em meio de cultura suplementado, 3.0 × 10
4
 células por poço, 

em triplicata, sendo incubadas a 37ºC em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 e 95% de ar 

(Thermo Scientific
™

 REVCO
™

), por um período de 24h. Em seguida, para que todas as 

células atingissem a mesma fase do ciclo celular (G0), o meio de cultura foi trocado por 

DMEM sem SFB, permanecendo por 24h (Iyer et al.
35

,
 
1999). Após este período, o meio de 
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cultura não suplementado foi removido, as células foram lavadas duas vezes com 500 µL de 

PBS (Sigma-Aldrich
®
), e os fármacos administrados por 24h. Seguido o período de 

tratamento farmacológico, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas por 1h 

com 250 µL de paraformolaldeído 4%, em geladeira. Posteriormente, as placas foram 

retiradas da geladeira, e a solução de paraformolaldeído 4% foi descartada em recipiente 

especial. Após a lavagem dos poços com PBS (Sigma-Aldrich
®
), e secagem em temperatura 

ambiente, o núcleo celular foi marcado com a solução Hoechst Stain Solution 33258 (Sigma-

Aldrich
®
) por 15 min. Para a marcação celular, a solução Hoechst 33258 foi previamente 

diluída 10× (1:9) e então, foram adicionados 300µL a cada poço da placa de 24 poços, 

protegendo-a de luz. Após 15 min, as placas foram fotografadas e analisadas usando-se um 

microscópio digital invertido de transmissão e fluorescência (AMG, Evos fl
®
) (Figura 7). Em 

seguida, todas as imagens foram binarizadas e, dentro de uma região de interesse (ROI), o 

número estimado de células foi determinado pela contagem automatizada dos núcleos com o 

auxílio de um software de imagem (ImageJ
®

; NIH, EUA), utilizando o plug-in Image-based 

Tool for Counting Nuclei (ITCN). 

 

Figura 7 - Representação esquemática ilustrando a identificação de células epiteliais cultivadas em 

placas de 24 poços. Os pontos azuis referentes às imagens B e C ilustram o núcleo celular marcado 
com Hoechst Stain Solution 33258. Imagens: A. fotomicrografia de transmissão, B. fotomicrografia de 

fluorescência, e C. sobreposição de imagens (aumento focal de 40x).  

 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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4.4 Ensaio de Atividade Metabólica  

 

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 metabólica 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 sensível (Hamid et al.

30
,
 
2004) e não necessita da lise celular para 

obter dados relativos à atividade metabólica. A redução de resazurin, um corante azul e não 

fluorescente, em resorufin, um corante rosa e fluorescente, é avaliada por meio de absorbância 

ou fluorimetria (O'brien et al.
59

,
 
2000).  

Após a administração farmacológica pelo período proposto para se avaliar a 

proliferação de fibroblastos e células epiteliais, o sobrenadante celular foi removido e 

substituído por 900µL de DMEM sem SFB associado a 100µL da solução de Alamar Blue
®
. 

As células em contato com Alamar Blue
®
 a 0,1% foram incubadas a 37ºC em atmosfera 

úmida, contendo 5% de CO2 e 95% de ar (Thermo Scientific
™

 REVCO
™

), por 4h. Após este 

período, 100µL do Alamar Blue
®
 a 0.1% foi transferido para placas de 96 poços e as amostras 

foram analisadas por um espectrofotômetro (Synergy H1, BioTek
™

, Winooski, VT, EUA) nos 

comprimentos de onda 570/600 nm. 

 

4.5 Ensaio de Arranhão In Vitro - “Scratch Assay” 

 

O ensaio “scratch” é um método clássico utilizado para se determinar a migração de 

células em cultura. Esta técnica consiste na confecção de um arranhão em uma monocamada 

de células aderentes, utilizando-se a extremidade mais afilada de uma ponteira, as quais são 

avaliadas por períodos regulares, observando-se a diminuição da área de arranhão, sendo esta 

diminuição correspondente à taxa de atividade migratória das células em cultura (Liang et 

al.
43

,
 
2007). Para verificar o efeito farmacológico de andrógenos, de antiandrógenos e 

antiestrógenos, e do inibidor da enzima aromatase sobre a capacidade migratória de 

fibroblastos e células epiteliais, este ensaio foi realizado com base em protocolos para 

cicatrização de feridas in vitro (Hoang et al.
33

,
 
2000; Lackler et al.

39
,
 
2000; Mumford et al.

55
,
 

2001; Basso et al.
6
,
 
2012; Toraldo et al.

89
,
 
2012). 
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Assim, foram cultivadas em meio de cultura suplementado, 8.0 × 10
4
 células por poço, 

em triplicata, sendo incubadas a 37ºC e atmosfera úmida contendo 5% de CO2 e 95% de ar 

(Thermo Scientific
™

 REVCO
™

) até que atingissem confluência necessária. 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 estágio do ciclo celular (G0) (Iyer et al.
35

,
 
1999). Após 

quiescência celular, um “arranhão” in vitro foi realizado na monocamada de células, em cada 

poço, 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 confecção do “scratch”, o meio de cultura foi 

aspirado, as células foram lavadas duas vezes com 500 µL de PBS (Sigma-Aldrich
®
), e os 

fármacos foram administrados por 24h (células HaCaT) e 72h (fibroblastos). Decorrido o 

período de tratamento, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 ºC, e as células foram 

fixadas por 1h com 250 µL de paraformolaldeído 4%, em geladeira. Posteriormente, as placas 

foram retiradas da geladeira e a solução de paraformolaldeído 4% foi descartada em recipiente 

especial. Os poços foram lavados com 500 µL de PBS (Sigma-Aldrich
®
), e após secagem em 

temperatura ambiente, as células foram coradas com Cristal Violeta 0.1% por 15 min. 

Seguido este tempo, as células foram lavadas com água destilada, e após secagem, fotografias 

foram realizadas em cada poço por meio de uma câmera fotográfica (Leica DFC295, Leica 

Microsystems, Mannheim, Alemanha) acoplada a um estereomiscroscópio (Leica MZ6, Leica 

Microsystems, Mannheim, Alemanha), com aumento focal de 2.5×. A área de “arranhão” 

referente a cada imagem foi determinada com o auxílio 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 área 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 confecção de um “arranhão” in vitro em fibroblastos gengivais e 

em células epiteliais cultivados em placas de 24 poços.  
 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.6 Análise da Síntese de Ácido Hialurônico  

 

A avaliação da síntese de ácido hialurônico por fibroblastos (Hyaluronan; R&D 

systems) foi mensurada a partir do sobrenadante celular, por meio de Ensaio Imunoenzimático 

Indireto (ELISA), sendo este ensaio realizado de acordo com o protocolo proposto pelo 

fabricante, em quadruplicata. Todas as amostras foram analisadas em um espectrofotômetro 

(Synergy H1, BioTek
™

) no comprimento de onda 450nm/540nm. Os valores numéricos 

referentes à concentração proteica expressa em cada grupo foram submetidos à análise 

estatística para posterior interpretação dos resultados. 

 

4.7 Análise dos Resultados 

 

Os dados referentes ao impacto de andrógenos sobre a proliferação e atividade de 

fibroblastos e células epiteliais foram submetidos à análise estatística através dos testes 

Kolmogorov-Smirnov, Análise de Variância Um-Critério (One-Way ANOVA) e teste post-
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hoc de Tukey, com auxílio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, EUA) considerando o nível de significância de 5% (p < 0,05).   
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5 RESULTADO  

 

Este estudo verificou a influência de andrógenos sobre o comportamento de 

fibroblastos gengivais e células epiteliais em cultura celular. Para facilitar a visualização e 

interpretação, os resultados serão apresentados separadamente de acordo com os tipos 

celulares estudados. 

 

5.1 Fibroblastos Gengivais (hGF) 

 

Nesta seção, serão apresentados os resultados referentes aos ensaios de proliferação, 

atividade metabólica, migração celular e síntese de ácido hialurônico por fibroblastos de 

origem humana. 

   

5.1.2 Avaliação da proliferação celular 

 

Observou-se que os tratamentos com andrógenos exerceram influência sobre o número 

estimado de fibroblastos gengivais em cultura celular. Entre as concentrações de T, o 

tratamento com T 1µM induziu o aumento de 86% do número de fibroblastos, em 

comparação ao grupo controle, e também em relação às demais concentrações de T 1nM 

(77%), 10nM (90%) e 100nM (62%) (Figura 9). Quanto ao DHT, constatou-se que 

concentrações crescentes de 10nM, 100nM e 1µM, foram responsáveis por aumentar, 

respectivamente, em 9%, 20% e 28% a contagem do número de fibroblastos gengivais em 

comparação ao controle. Além disso, respostas distintas foram observadas entre as diferentes 

concentrações de DHT, havendo similaridade entre os grupos DHT 100nM e 1µM (Figura 

10).  
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Figura 9 - Fotomicrografia óptica de fluorescência (DAPI) ilustrando o núcleo de fibroblastos 

gengivais marcados com Hoechst 33258 (em azul) 24h após o tratamento farmacológico com 

testosterona (T). A imagem A representa o grupo controle (EtOH 0.1%), enquanto que as imagens B, 
C, D e E representam as concentrações de T 1nM, 10nM, 100nM e 1µM, respectivamente. O gráfico 

mostra a diferença estatística entre os grupos controle e T 1µM, além da diferença estatística entre T 

1µM e T 1nM, 10nM e 100nM (p<0,001). As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as 
linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 
Fonte: Autoria própria. 
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Figura 10 - Fotomicrografia óptica de fluorescência (DAPI) ilustrando o núcleo de fibroblastos 

gengivais marcados com Hoechst 33258 (em azul) 24h após o tratamento farmacológico com di-

hidrotestosterona (DHT). O grupo controle (EtOH 0.1%) está representado pela imagem A, enquanto 
que as imagens B, C, D e E representam as concentrações de DHT 1nM, 10nM, 100nM e 1µM, 

respectivamente. O gráfico mostra a diferença estatística entre os grupos controle e DHT 10nM 

(p<0,05), 100nM e 1µM (p<0,001), a diferença estatística entre DHT 1nM e os grupos 10nM, 100nM 
e 1µM (p<0,001), além da diferença estatística entre as concentrações de DHT 10nM e 100nM 

(p<0,05) e 1µM (p<0,001). As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o 

desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 
Fonte: Autoria própria. 
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O bloqueio dos receptores de andrógeno e estrógeno por FLU e FUL respectivamente, 

e suas associações à T, não exerceram influência sobre a contagem de fibroblastos em cultura. 

Por outro lado, os tratamentos com ANA e T+ANA foram responsáveis por aumentar o 

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

 

Figura 11 - O gráfico à esquerda mostra a diferença estatística entre o grupo controle (EtOH 0.1%) e 

os grupos ANA (p<0,01) e T+ANA (p<0,05). As barras dos gráficos representam a média e as linhas 
verticais o desvio-padrão dos fármacos administrados sobre fibroblastos gengivais em cultura. Letras 

iguais representam a similaridade dos resultados encontrados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 

 

5.1.3 Avaliação da atividade metabólica 

 

As diferentes concentrações de T e DHT estimularam o aumento do metabolismo de 

fibroblastos em cultura, porém, sem diferença estatística entre as concentrações utilizadas 

(p>0,05). Comparado ao controle, a concentração de T 100nM promoveu o aumento de até 

13% do metabolismo celular, enquanto que a mesma concentração de DHT promoveu o 

aumento de 22% (Figura 12). Os grupos ANA, FLU, FUL, e as suas respectivas associações à 

T, também suscitaram o aumento da atividade metabólica de fibroblastos em cultura. Ainda, 

este estudou evidenciou o aumento da atividade metabólica no grupo FLU, comparado ao 

grupo T 1nM (Figura 13). 
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Figura 12 - Os gráficos abaixo ilustram a absorbância do sobrenadante celular 24h após o tratamento 

farmacológico com T e DHT. À esquerda, gráfico mostra a diferença estatística entre o controle (EtOH 

0.1%) e as concentrações crescentes de T 1nM (p<0,01), 10nM (p<0,001), 100nM (p<0,001) e 1µM 
(p<0,05). O gráfico à direita mostra a diferença estatística entre o grupo controle (EtOH 0.1%) e as 

doses de DHT 1nM, 10nM, 100nM e 1µM (p<0,001). As barras no gráfico indicam o fold-change da 

média e as linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 13 - Os gráficos abaixo ilustram a absorbância do sobrenadante celular 24h após o tratamento 

farmacológico com anastrozol (ANA), flutamida (FLU) e fulvestranto (FUL), e suas respectivas 
associações à T. À esquerda, o gráfico mostra a diferença estatística 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). À direita, o gráfico mostra a 

diferença estatística entre o grupo controle (EtOH 0.1%) e os grupos T 1nM (p<0,01), FUL e T+FUL 

(p<0,001). E o gráfico centralizado mostra a diferença estatística entre o grupo controle (EtOH 0.1%) 
e os grupos T 1nM (p<0,01), FLU e T+FLU (p<0,001), além da diferença encontrada entre os grupos 

T 1nM e FLU (p<0,05).  As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o 

desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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5.1.4 Avaliação da migração celular - “Scratch assay” 

 

Demonstramos que, após a confecção do arranhão, os tratamentos farmacológicos com 

hormônios esteroides androgênicos foram responsáveis pelo repovoamento de fibroblastos 

gengivais in vitro. Comparados ao controle, constatou-se a redução da área de arranhão na 

monocamada celular, após o tratamento com concentrações de T 1nM (14%), 100nM (10%) e 

1µM (15%) (Figura 14), enquanto que o DHT promoveu a diminuição na área de arranhão nas 

concentrações de 1nM (39%), 10nM (44%), 100nM (33%) e 1µM (25%) (Figura 15).  
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Figura 14 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h após a 

realização do arranhão in vitro e tratamento farmacológico 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 1µM  (aumento focal de 2.5x). O gráfico mostra a 

diferença estatística entre o grupo controle e as doses de T 1nM (p<0,001), 100nM (p<0,05) e 1µM  

(p<0,001). As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. 
Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 
Fonte: Autoria própria. 

 



41 
 

 

 

 

Figura 15 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h após a 

realização do arranhão in vitro e tratamento farmacológico 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 1µM (aumento focal de 2.5x). O 

gráfico mostra a diferença estatística entre o grupo controle e as doses de DHT 1nM, 10nM, 100nM e 

1µM (p<0,001), além da diferença estatística entre as doses de DHT 10nM e 1µM (p<0,01). As barras 
no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais indicam 

a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Verificou-se também que, comparado ao controle, a administração farmacológica de 

ANA e T+ANA ocasionou, respectivamente, a diminuição em 30% e 39% da área de 

arranhão 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 após a 

realização do arranhão 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 gráfico mostra a diferença estatística entre o controle 
e os 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 gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. 

Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 17 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h após a 

realização do arranhão 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 gráfico mostra a diferença estatística 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 gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. 

Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 18 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de fibroblastos gengivais 72h após a 

realização do arranhão 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 gráfico mostra a diferença estatística 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 gráfico indicam o fold-

change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos 
resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 
Fonte: Autoria própria. 
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5.1.5 Avaliação da síntese de ácido hialurônico 

 

Após a quantificação de ácido hialurônico por espectrofotometria, diferentes respostas 

foram observadas entre os tratamentos com andrógenos. Apesar da tendência à diminuição da 

síntese de ácido hialurônico, respostas similares foram observadas entre o controle e as 

diferentes concentrações de T. Por outro lado, as concentrações de DHT 1nM, 100nM e 1µM 

foram responsáveis por diminuir a síntese de ácido hialurônico em 21%, 29% e 24%, 

respectivamente, em comparação ao controle (Figura 19). 

 

Figura 19 - Os gráficos abaixo ilustram a concentração de ácido hialurônico após o tratamento 
farmacológico com hormônios esteroides androgênicos. O gráfico à esquerda mostra a similaridade 

encontrada entre o controle e as concentrações de T (p>0,05), enquanto que à direita, o gráfico mostra 

a diferença estatística entre o controle e as concentrações farmacológicas de DHT 1nM (p<0,01), 
100nM (p<0,001) e 1µM (p<0,01), além da diferença entre as concentrações de DHT 10nM e 100nM 

(p<0,05).  

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 

 

5.2 Células Epiteliais (HaCaT) 

 

Nesta seção, serão apresentados os resultados referente aos ensaios de proliferação, 

atividade metabólica e migração celular da linhagem HaCaT de células epiteliais. 
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5.2.1 Avaliação da proliferação celular 

 

Diferentes respostas foram observadas após o tratamento com T e DHT. Comparado 

ao controle, as concentrações de T 1nM, 10nM e 100nM reduziram o número estimado de 

células epiteliais em 38%, 40% e 45%, respectivamente (Figura 20), enquanto que nenhuma 

diferença estatística foi observada em relação às concentrações crescentes de DHT 

1nM,10nM e 100nM (p>0,05) (Figura 21). 
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Figura 20 - Fotomicrografia óptica de fluorescência (DAPI) ilustrando o núcleo de células HaCaT 

marcadas com Hoechst 33258 (em azul) 24h após o tratamento farmacológico 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 gráfico mostra a diferença estatística entre o 

grupo controle e as doses de T 1nM, 10nM (p<0,05) e 100nM (p<0,01). As barras no gráfico indicam 

o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos 
resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 21 - Fotomicrografia óptica de fluorescência (DAPI) ilustrando o núcleo de células HaCaT 

marcadas com Hoechst 33258 (em azul) 24h após o tratamento farmacológico com di-

hidrotestosterona (DHT). O grupo controle (EtOH 0.01%) está representado pela imagem A, enquanto 
que as imagens B, C e D representam as doses de DHT 1nM, 10nM, 100nM, respectivamente. As 

barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais 

indicam a similaridade dos resultados. 

 

 
Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Similar ao resultado observado no grupo T, os tratamentos com ANA, FLU e FUL 

exerceram influência na contagem de células HaCaT em cultura, sendo responsáveis por 

diminuir o número de células em 43%, 42% e 40%, respectivamente, quando comparados ao 

controle. Além disso, observou-se a redução na contagem de células epiteliais, em 45% e 

29%, nos grupos T+ANA e T+FUL, respectivamente (Figura 22). 

 

Figura 22 - O gráfico à esquerda mostra a diferença estatística entre o grupo controle (EtOH 0.01%) e 
os grupos anastrozol (ANA) e T+ANA (p<0,01). À direita, o gráfico mostra a diferença estatística 

entre o controle (EtOH 0.01%) e os grupos fulvestranto (FUL) (p<0,01) e T+FUL (p<0,05). E o 

gráfico centralizado mostra a diferença estatística entre o controle (EtOH 0.01%) e o grupo flutamida 
(FLU) (p<0,01). As barras dos gráficos representam a média e as linhas verticais o desvio-padrão dos 

fármacos administrados sobre células HaCaT em cultura. Letras iguais representam a similaridade dos 

resultados encontrados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 

 

5.2.2 Avaliação da atividade metabólica 

 

Em relação à atividade metabólica, nenhuma diferença estatística (p>0,05) foi 

observada após o período de tratamento com concentrações crescentes de T ou DHT (Figura 

23), ou após o tratamento com o inibidor da enzima aromatase, inibidor do receptor de 

andrógeno ou o inibidor do receptor de estrógeno (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 

 

 

Figura 23 - Os gráficos abaixo ilustram a absorbância do sobrenadante celular 24h após o tratamento 

farmacológico com T e DHT. À esquerda, gráfico mostra os resultados obtidos após o tratamento com 

concentrações crescentes de T 1nM, 10nM e 100nM, enquanto que o gráfico à direita mostra os 
resultados obtidos após a administração de DHT 1nM, 10nM e 100nM, não havendo diferenças 

estatísticas quando comparados ao grupo controle (EtOH 0.01%) (p>0,05). As barras no gráfico 

indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais indicam a 
similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 
Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 24 - Os gráficos abaixo ilustram a absorbância do sobrenadante celular 24h após o tratamento 
farmacológico com anastrozol (ANA), flutamida (FLU) e fulvestranto (FUL), além de suas respectivas 

associações à T. O gráfico à esquerda mostra os resultados obtidos após o tratamento com ANA e 

T+ANA. À direita, o gráfico mostra os resultados obtidos após a administração de FLU e T+FLU, 

enquanto que o gráfico centralizado mostra os resultados obtidos após a utilização de FUL e T+FUL, 
não havendo diferenças estatísticas quando comparados ao grupo controle (EtOH 0.01%) (p>0,05). As 

barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. Letras iguais 

indicam a similaridade dos resultados. 

 

 
Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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5.2.3 Avaliação da migração celular - “Scratch assay” 

 

De um modo geral, observou-se que, entre os andrógenos, o tratamento com diferentes 

concentrações de T não influenciou a capacidade de células HaCaT repovoar a área de 

arranhão (Figura 25). Apenas a administração farmacológica de DHT 1nM foi responsável 

por diminuir a área de arranhão em 32%, comparado ao grupo controle (Figura 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

 

 

 

Figura 25 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h após a 

realização do arranhão 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 gráfico mostra a semelhança ente o controle e o tratamento com concentrações 

crescentes de T (p>0,05). As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o 

desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 26 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h após a 

realização do arranhão 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 gráfico mostra a semelhança ente o controle e o tratamento com concentrações de 

DHT 1nM (p<0,001), além da diferença entre o grupo DHT 1nM e às doses de DHT 10nM e 100nM 

(p<0,001). As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. 
Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 
Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Em relação aos inibidores de receptores de hormônios sexuais e o inibidor da enzima 

aromatase, verificou-se que, comparado ao controle, o tratamento com ANA foi responsável 

por diminuir a área de arranhão na monocamada de células epiteliais em 19% (Figura 27), 

sendo este efeito observado de forma similar no grupo FLU (Figura 28), não havendo 

diferenças estatísticas em relação ao grupo FUL (Figura 29) ou às associações com T 

(p>0,05). 
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Figura 27 - Estereofotomicroscopia demonstrando o comportamento de células HaCaT 24h após a 

realização do arranhão 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 gráfico mostra a diferença estatística entre o grupo ANA e os grupos controle, T 1nM e 

T+ANA (p<0,001). As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o 

desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 
Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 28 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h após a 

realização do arranhão 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 gráfico mostra a diferença estatística entre o grupo FLU e os grupos controle (ANOVA; 

p<0,001), T 1nM e T+FLU (p<0,01). As barras no gráfico indicam o fold-change da média e as linhas 

verticais o desvio-padrão. Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 29 - Estereofotomicroscopia ilustrando o comportamento de células HaCaT 24h após a 

realização do arranhão 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 gráfico indicam o fold-change da média e as linhas verticais o desvio-padrão. 

Letras iguais indicam a similaridade dos resultados. 

 

 

Autor: Luís Carlos Leal Santana. 
Fonte: Autoria própria 
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6 DISCUSSÃO 

 

As ações de hormônios esteroides androgênicos sobre diferentes órgãos e tecidos, 

incluindo o periodonto, são frequentemente descritas tanto em humanos quanto em animais 

experimentais (Ozcelik et al.
62

,
 
2006; Famili et al.

22
,
 
2007; Engeland et al.

20
,
 
2008; Steffens et 

al.
79

,
 
2014; Steffens et al.

77
,
 
2015; Wang et al.

94
,
 
2015). Recentemente, verificou-se que níveis 

subfisiológicos e suprafisiológicos de T foram responsáveis pelo aumento da área gengival de 

ratos machos (Steffens et al.
78

,
 
2012), sugerindo a ação de andrógenos 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 proliferação e atividade de 

fibroblastos gengivais humano e células epiteliais HaCaT em cultura celular.  

O embasamento científico para o uso de diferentes concentrações de T e DHT 

utilizadas no presente trabalho advém do estudo realizado por Steffens et al.
79 

(2014), quando 

verificaram que níveis 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 ações específicas 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, responsável por converter T 

em E2 (Harada
31

,
 
1992; Nawata et al.

58
,
 
1995; Simpson

73
,
 
2003), e 5α-redutase, enzima 

responsável pela conversão de T em DHT (Li et al.
42

,
 
1995; Aggarwal et al.

1
,
 
2010). Sob esta 

perspectiva, também foram avaliados o impacto de ANA, FLU, FUL, e suas respectivas 

associações à T, sobre eventos celulares e moleculares de fibroblastos e células epiteliais. 

Para a análise da proliferação celular, o método fluorimétrico foi selecionado para este 

estudo, uma vez que é uma técnica que tem sido utilizada para a identificação e quantificação 

de diferentes tipos celulares (Papadimitriou, Lelkes
64

,
 
1993; Zhang, Kiechle

100
,
 
1998; Murphy 

et al.
56

,
 
2010).  

Os resultados do presente estudo mostram o aumento do número estimado de 

fibroblastos gengivais a partir do tratamento com a maior concentração de T, e com diferentes 

concentrações de DHT (10nM, 100nM e 1µM). Apesar de Gilliver et al.
24

 (2009) terem 

demonstrado os efeitos inexpressíveis da DHT sobre a proliferação de fibroblastos da derme, 

foram confirmados os achados de outros autores que relataram os efeitos bioestimulatórios da 

T e de DHT sobre a proliferação de fibroblastos gengivais humanos em cultura celular 
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(Coletta et al.
17

,
 
2002; Almeida et al.

2
,
 
2005). A divergência entre o presente resultado e 

aquele encontrado por Gilliver et al.
24

 (2009) pode ser explicada pela diferença entre os tipos 

celulares utilizados em cada estudo, uma vez que a variação da expressão do receptor de 

andrógeno pode ocorrer entre diferentes espécies (Jahan et al.
36

,
 
2015). Além disso, o fato de 

outras concentrações de DHT terem exercido efeito sobre a proliferação de fibroblastos é 

fundamentado pela maior afinidade que a DHT tem ao receptor de andrógeno (Aggarwal et 

al.
1
,
 
2010).  

Embora, no presente estudo, o efeito da concentração de 1nM de T tenha sido similar 

àquele observado no grupo controle, a associação deste andrógeno ao inibidor não-esteroidal 

da enzima aromatase promoveu o aumento do número estimado de fibroblastos. Neste caso, 

pode se aventar a hipótese de que o resultado obtido esteja associado, ao menos em parte, ao 

mecanismo de inibição de T em E2 promovido pelo ANA (Hong et al.
34

,
 
2011). Além disso, 

foi demonstrado, pela primeira vez, o efeito isolado de um inibidor não-esteroidal da enzima 

aromatase sobre fibroblastos de gengiva humana, onde o tratamento farmacológico com 

10nM de ANA foi responsável por estimular a proliferação dos fibroblastos in vitro. Os 

efeitos in vivo da inibição da enzima aromatase foram anteriormente verificados por 

(Reynolds et al.
68

,
 
2004), que relataram a ocorrência de hiperplasia gengival em fêmeas após o 

tratamento com letrozol, cuja ação, similar ao ANA, resulta na inibição da conversão de T em 

E2 (Hong et al.
34

,
 
2011).  

Apesar de, no presente estudo, não terem sido avaliados os níveis de T e E2 em 

sobrenadante celular, ou a expressão gênica da enzima aromatase, na análise conjunta dos 

resultados relativos à proliferação de fibroblastos, é possível sugerir que: 1) os efeitos da T 

podem ser modulados a partir da sua associação ao ANA; 2) a inibição da enzima aromatase 

por ANA pode desencadear eventos relacionados à proliferação de fibroblastos. Entretanto, 

por se tratar de um resultado inédito, outros estudos devem ser elaborados para elucidar os 

mecanismos de ação de ANA sobre as vias envolvidas na proliferação de fibroblastos 

gengivais humano em cultura celular.  

Para análise da atividade metabólica celular, foi realizado o ensaio colorimétrico 

Alamar Blue
®
, uma vez que o método não se mostra tóxico para as células e, diferentemente 

do MTT, não necessita da lise celular para obter os dados relativos ao metabolismo das 

células in vitro (O'Brien et al.
59

, 2000).  
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No atual estudo foi demonstrado que tanto concentrações de T como de DHT 

suscitaram o aumento da atividade metabólica de fibroblastos gengivais em cultura celular, 

assim como os tratamentos farmacológicos com ANA, FLU, FUL, e suas respectivas 

associações à T. Em contrapartida, (Pomari et al.
67

,
 

2015) relataram a diminuição da 

viabilidade de fibroblastos dérmicos in vitro após o tratamento com concentrações crescentes 

de T, E2, e ANA. O contraste entre estes resultados pode ser explicado por diferenças 

metodológicas, uma vez que no presente estudo, a atividade metabólica foi avaliada a partir 

do método colorimétrico Alamar Blue
®
 sobre fibroblastos gengivais, enquanto que (Pomari et 

al.
67

,
 
2015) verificaram a viabilidade de fibroblastos da derme pelo método MTT. Segundo 

(Hamid et al.
30

,
 
2004), o Alamar Blue

®
 representa um método homogêneo e levemente mais 

sensível que o MTT. 

Ainda, a hipótese sugerida a cerca dos resultados de atividade metabólica obtidos pela 

associação entre T e ANA pode ser fundamentada pela inibição da conversão de T em E2 

(Hong et al.
34

,
 
2011), e/ou em virtude da ação direta de ANA sobre eventos celulares, 

conforme observado no ensaio de proliferação celular. A causa para o aumento do 

metabolismo dos fibroblastos observado a partir da associação de T e FUL pode ser devido 

não apenas ao bloqueio do receptor de estrógeno, mas também, pelo efeito incitante de 

andrógenos sobre os fibroblastos gengivais humanos (Coletta et al.
17

,
 
2002; Almeida et al.

2
,
 

2005). Além disso, o resultado do presente estudo mostra que a inibição do receptor de 

andrógeno por FLU foi responsável pelo aumento da atividade celular, sugerindo que o 

metabolismo de fibroblastos pode ser regulado não apenas via receptor de estrógeno, mas 

também pelo receptor de andrógeno. Contudo, deve-se salientar a necessidade de que outros 

estudos sejam realizados para verificar os efeitos in vitro de antiandrógenos, antiestrógenos e 

inibidores da aromatase sobre a atividade metabólica de fibroblastos gengivais de origem 

humana. 

O ensaio de arranhão in vitro foi o método selecionado para análise da capacidade de 

fibroblastos gengivais repovoarem a área de células removidas por meio de uma pipeta, uma 

vez que é uma metodologia que tem sido comumente utilizada para a análise da migração de 

fibroblastos gengivais em cultura celular (Hoang et al.
33

,
 
2000; Lackler et al.

39
,
 
2000; 

Mumford et al.
55

,
 
2001; Basso et al.

6
,
 
2012).  

De modo geral, relatos conflitantes têm sido observados na literatura em relação aos 

efeitos de hormônios esteroides androgênicos sobre a atividade migratória de fibroblastos em 
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cultura celular. Diferente dos resultados encontrados por Gilliver et al.
24

 (2009) e Chung et 

al.
15

 (2014) que relataram os efeitos exíguos de andrógenos sobre a migração de fibroblastos 

da derme, e a migração de fibroblastos do tecido cardíaco, respectivamente, foi demonstrado 

no atual estudo que tanto a T quanto a DHT foram responsáveis pelo maior repovoamento de 

fibroblastos gengivais humano. Resultados similares foram descritos anteriormente por outros 

autores que, de modo geral, demonstraram os efeitos incitantes de andrógenos sobre a 

migração de fibroblastos embrionários (Castoria et al.
12

,
 
2011) e fibroblastos da derme 

(Pomari et al.
67

,
 
2015). Contudo, há de se considerar que, no presente estudo, os resultados de 

repovoamento celular podem ter sido influenciados pela atividade mitótica dos fibroblastos, 

uma vez que, diferente de Gilliver et al.
24

 (2009), a proliferação celular não foi inibida no 

ensaio de arranhão in vitro.  

Além dos efeitos bioestimulatórios promovidos por andrógenos, no presente estudo foi 

demonstrada a modulação dos efeitos da T após sua associação ao ANA, FLU ou FUL. Ainda 

que não tenha sido avaliada a expressão gênica da enzima aromatase ou do receptor de 

estrógeno, na análise conjunta dos resultados relativos ao repovoamento de fibroblastos, pode 

se aventar as respectivas hipóteses para os tratamentos com T+ANA e T+FUL: 1) os efeitos 

de andrógenos podem ter sido acentuados devido a maior disponibilidade de T em meio de 

cultura, uma vez que o ANA inibe a redução de T em E2 (Hong et al.
34

,
 
2011); 2) o bloqueio 

farmacológico do receptor de estrógeno por FUL pode ter resultado apenas na atividade 

promovida pela ligação da T ao receptor de andrógeno, a qual foi a responsável por aumentar 

a proliferação, atividade metabólica e o repovoamento dos fibroblastos no estudo atual. Além 

disso, fibroblastos gengivais humanos possuem o mecanismo necessário para metabolizar a T 

e androstenediona via ação da enzima 5α-redutase (Soory, Ahmad
75

,
 
1997; Soory, Virdi

76
,
 

1998). 

Curiosamente, os resultados do ensaio de arranhão in vitro também mostram que, 

independente da associação à T, o tratamento farmacológico com FLU foi responsável por 

promover o repovoamento dos fibroblastos gengivais em cultura celular. Neste caso, pode se 

aventar a hipótese de que este evento pode ser regulado não apenas via receptor de estrógeno, 

mas também por meio do receptor de andrógeno. Assim, com base nestes resultados, pode se 

aventar a hipótese que a inibição da enzima aromatase e o bloqueio farmacológico de 

receptores de andrógenos e estrógenos podem regular os mecanismos relacionados à 

proliferação e migração de fibroblastos. Não obstante, ressalta-se a necessidade de que 
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pesquisas sejam realizadas no sentido de se avaliar os mecanismos envolvidos na modulação 

dos efeitos de T por ANA, FLU e FUL sobre a migração de fibroblastos gengivais humano 

em cultura celular. 

Outra característica que foi avaliada no atual estudo foi a síntese de ácido hialurônico 

no sobrenadante dos fibroblastos em cultura celular. Foi demonstrado que fibroblastos 

gengivais humanos expressam as isoenzimas hialuronan sintase, as quais são responsáveis 

pela síntese de ácido hialurônico (Hashikawa et al.
32

,
 
2006). Além disso, estudos tem 

demonstrado que a expressão do gene responsável pela síntese de colágeno do tipo I por 

fibroblastos gengivais pode ser influenciada pela ação de moléculas proteicas tais como o 

TGF-β1, IL-6 e IFN-γ (Martelli-Junior et al.
48

,
 
2003), e que a expressão gênica de ácido 

hialurônico por fibroblastos murinos pode ser regulada via ação da IL-6 e seu receptor solúvel 

sIL-6R (Mueller et al.
54

,
 
2013). Os resultados do estudo atual mostram que, entre os 

tratamentos com os andrógenos, apenas as concentrações de DHT foram responsáveis pela 

diminuição da síntese de ácido hialurônico por fibroblastos gengivais in vitro. Este resultado 

pode ser fundamentado pelo fato de a DHT possuir maior afinidade ao receptor de andrógeno, 

quando comparada à T (Aggarwal et al.
1
,
 
2010). Embora, no presente estudo, não tenha sido 

avaliada a síntese de IL-6 em sobrenadante, pode se aventar a hipótese de que a diminuição da 

síntese de ácido hialurônico após exposição às diferentes concentrações de DHT pode ter 

ocorrido via modulação da expressão gênica da IL-6, conforme demonstrado anteriormente 

por outros autores (Parkar et al.
65

,
 
1998; Gornstein et al.

26
,
 
1999; Coletta et al.

17
,
 
2002). 

Todavia, uma vez que o hialuronan representa um dos principais componentes da matriz 

extracelular (Mueller et al.
54

,
 
2013) mais estudos devem ser realizados para elucidar os 

mecanismos de ação de andrógenos sobre a expressão gênica das isoenzimas hialuronan 

sintases. 

Conforme demonstrado por Steffens et al.
78

 (2012), a alteração dos níveis fisiológicos 

de T foi responsável pelo espessamento do epitélio gengival de ratos no modelo de doença 

periodontal induzida por ligaduras. Assim, com o objetivo de tentar elucidar tais achados, e 

sob a hipótese de que hormônios esteroides androgênicos podem exercer efeitos sobre o 

tecido epitelial, células epiteliais HaCaT foram expostas às diferentes concentrações de T e 

DHT, além do tratamento com antiandrógenos, antiestrógenos e o inibidor não-esteroidal da 

enzima aromatase. 
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Os resultados do presente estudo mostram que o tratamento farmacológico com 

concentrações crescentes de T foi responsável por inibir a proliferação de células epiteliais 

HaCaT em cultura celular. Ainda que Toraldo et al.
89

 (2012) tenham relatado os efeitos 

exíguos da T sobre a proliferação de queratinócitos de linhagem in vitro, foram confirmados 

os resultados do estudo anterior que demonstrou o efeito inibitório da T sobre a proliferação 

de queratinócitos epidérmicos em cultura celular (Pan et al.
63

,
 

1999). Rejeitando-se a 

tendência do resultado, nenhum efeito foi observado a partir do tratamento com diferentes 

concentrações de DHT, andrógeno metabolicamente mais ativo que a T, e de maior afinidade 

ao receptor de andrógeno (Mawhinney, Mariotti
50

,
 
2013). O contraste entre o resultado do 

presente estudo e àquele observado por Toraldo et al.
89

 (2012) pode ser explicado por 

diferenças metodológicas, uma vez que a proliferação de células HaCaT foi determinada a 

partir da contagem do número estimado de células em microscópio óptico de transmissão, 

enquanto que Toraldo et al.
89

 (2012) determinaram a proliferação dos queratinócitos de 

linhagem a partir do ensaio MTT, e por fluorescência em espectrofotômetro. Além disso, 

constatou-se a diminuição do número de células HaCaT após os tratamentos com ANA, FLU 

e FUL, e com as associações entre T e ANA ou T e FUL. Apesar de no presente estudo não 

ter sido avaliada a expressão gênica da enzima aromatase ou de receptores de hormônios 

sexuais das células HaCaT, as hipóteses que podem conduzir à explicação sobre os efeitos 

inibitórios das respectivas associações são: 1) uma vez que o ANA inibe a conversão da T em 

E2 (Hong et al.
34

,
 
2011), os efeitos inibitórios da T podem ter sido acentuados devido a sua 

maior disponibilidade em meio de cultura; 2) o bloqueio farmacológico do receptor de 

estrógeno por FUL pode ter resultado apenas na atividade promovida pela ligação da T ao 

receptor de andrógeno, a qual foi responsável por diminuir a proliferação de células epiteliais 

HaCaT in vitro. Quanto aos efeitos dos inibidores farmacológicos, pode se aventar a hipótese 

de que a inibição da enzima aromatase e o bloqueio farmacológico de receptores de 

andrógenos e estrógenos podem regular vias celulares relacionadas à proliferação 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 modulação dos efeitos de T 

por ANA e FUL, além dos efeitos de antiandrógenos, antiestrógenos e inibidores não-

esteroidais da enzima aromatase sobre a proliferação de células HaCaT em cultura celular. 

Assim como nos fibroblastos de gengiva humana, a atividade metabólica das células 

HaCaT foi determinada a partir do ensaio colorimétrico Alamar Blue
®
. Queratinócitos 
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epidérmicos de origem mamaria e células epiteliais HaCaT possuem os mecanismos 

necessários para a síntese de precursores de hormônios esteroides sexuais. Desta forma, a 

linhagem HaCaT de células epiteliais constitui modelo adequado para se avaliar os efeitos de 

hormônios esteroides sexuais e a regulação de enzimas envolvidas no metabolismo de 

hormônios sexuais (Gingras et al.
25

,
 
2003).  

Na análise do metabolismo celular, o resultado do presente estudo mostra que nenhum 

tratamento proposto foi responsável por aumentar ou diminuir a atividade de células epiteliais 

HaCaT em cultura celular. Em partes, tais resultados confirmam os achados de Toraldo et al.
89

 

(2012) que demonstraram os efeitos escassos do tratamento com T, FLU, ou suas respectivas 

associações farmacológicas, sobre a atividade metabólica de células HaCaT in vitro. Por outro 

lado, ao avaliarem os efeitos da T, E2, ANA e de precursores hormonais, sobre a atividade 

metabólica de queratinócitos epidérmicos, Pomari et al.
67

 (2015) demonstraram por meio do 

ensaio MTT que a diminuição da viabilidade dos queratinócitos pode ocorrer a partir da 

exposição às diferentes concentrações de T e E2, e de precursores hormonais. Estes resultados 

devem ser interpretados com cautela, uma vez que, diferentemente de queratinócitos 

primários, células HaCaT representam a linhagem de células epiteliais aneuplóides, 

associadas a alterações cromossômicas (Boukamp et al.
11

,
 
1988). Assim, mais estudos devem 

ser conduzidos com a finalidade de se avaliar a ação de andrógenos, de inibidores não-

esteroidais da enzima aromatase e de inibidores não-esteroidais de receptores de hormônios 

sexuais sobre a atividade metabólica de células epiteliais HaCaT em cultura celular.   

Por fim, como observado nos estudos com fibroblastos, relatos conflitantes têm sido 

observados na literatura em relação aos efeitos de hormônios esteroides androgênicos sobre a 

atividade migratória de queratinócitos epidérmicos em cultura celular.  

De modo geral, no presente estudo foi observado o efeito exíguo de concentrações 

crescentes de T sobre o repovoamento de queratinócitos in vitro. Além disso, dentre os 

tratamentos com DHT, apenas a concentração de 1nM foi responsável por diminuir a área de 

arranhão realizada sobre a monocamada das células epiteliais HaCaT em cultura celular. 

Embora tenham sido demonstrados os efeitos inibitórios de andrógenos sobre a migração de 

células epiteliais in vitro (Gilliver et al.
24

,
 
2009; Toraldo et al.

89
,
 
2012), um estudo recente 

demonstrou a ação biológica da T, onde a concentração de 50nM promoveu a migração de 

queratinócitos epidérmicos em cultura celular, sendo este efeito completamente revertido pela 

administração de ANA que, tão somente, não interviu na migração das células epiteliais 
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(Pomari et al.
67

,
 
2015). Em contrapartida, no presente estudo foi demonstrado que entre os 

tratamentos com ANA, FLU, FUL e suas respectivas associações à T, apenas o ANA e o FLU 

foram responsáveis pelo maior repovoamento das células HaCaT in vitro. Em parte, 

resultados semelhantes foram observados in vivo após a inibição farmacológica do receptor 

de andrógeno por FLU, o qual foi responsável por acelerar o processo de reparo tecidual em 

camundongos (Ashcroft, Mills
4
,
 
2002). Todavia, uma vez que células HaCaT representam a 

linhagem de células epiteliais aneuplóides, associadas a alterações cromossômicas (Boukamp 

et al.
11

,
 
1988), mais estudos devem ser conduzidos com a finalidade de se avaliar a ação de 

andrógenos, de inibidores não-esteroidais da enzima aromatase e de inibidores não-esteroidais 

de receptores de hormônios sexuais sobre a capacidade de repovoamento de células epiteliais 

HaCaT em cultura celular.  
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7 CONCLUSÃO 

 

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

possível concluir que: 

 

1. De modo geral, hormônios esteroides androgênicos exercem efeitos opostos sobre 

eventos celulares de fibroblastos gengivais humano e células epiteliais HaCaT em 

cultura celular.  

2. Embora as concentrações de DHT tenham diminuído a síntese de ácido hialurônico 

por fibroblastos gengivais, tanto a T quanto a DHT foram responsáveis por 

estimular a proliferação, metabolismo e o repovoamento dos fibroblastos in vitro. 

Em contrapartida, a exposição de células HaCaT a estes mesmos andrógenos 

resultou na inibição ou em efeitos exíguos, sobre o crescimento, atividade 

metabólica ou a capacidade de repovoamento celular da área de arranhão in vitro.  

3. O tratamento com o inibidor não-esteroidal da enzima aromatase, com o 

antiandrógeno e antiestrógeno, respectivamente, ANA, FLU e FUL, exerceram 

efeitos isolados ou em associação à T, influenciando eventos celulares de 

fibroblastos gengivais humano e células epiteliais HaCaT in vitro.  
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Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia 

de Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – FOAr/UNESP. 
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