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Resumo

A glandula prostatica ¢ um orgdo acessorio do aparelho reprodutor
masculino, conhecido como tipico alvo de andrégenos. Estes horménios,
secretados pelos testiculos, tém um papel importante no crescimento ¢
diferenciag¢@o da prostata no decorrer da vida. Sua agdo é bem caracterizada no
periodo embrionario, pos-natal e durante a puberdade. Mas a prostata apresenta
um terceiro estagio de multiplicagdo durante a senescéncia que é alvo de
muitas investigagdes.

O objetivo deste trabalho foi estudar a agdio de androgenos, mais
especificamente ‘a testosterona, sobre a proliferagdo de células epiteliaisie‘:
estromais de prostata humana nio transformadas.

Para este ‘estudo foi escolhido um modélo de cultura de células, obtidas
de tecido prostétiéo, proveniente de pacientes submetidos a prostatectomia por
hiperplasia prostatica benigna (HPB). O tecido prostatico foi dissociado, kas
células epiteliais analisadas em cultura prirhéria e as células estromais em
cultura secundaria (uma passagem). A proliferagdo celular foi avaliada pela
determinagdo do DNA total ¢ contagem de células. As células prostéticas
foram incubadas em meio 199 com diferentés concentragdes de soro bovino
fetal (SBF) e SBF desteroidado, a fim de determinar um meio basico para os
estudos de proliferagdo celular. Estas céhﬂas epiteliais foram também
incubadas com diferentes concentragdes de testosterona (2x10-3 a 2x10-1 1Ivt[)
isolada 6u associada a flutamida (10-6M). |

Os resultados obtidos indicaram o meio 199 contendo 5% de SBF como‘
adequado para o estudo de proliferagdo das células prostaticas humanas nﬁo’

transformadas, epiteliais ou estromais.
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Observou-se que a incubagfio das células prostéﬁcas com testosterona
nas concentragdes de 2x10°5 a 2x10-8M ndo "aipresentaram altera¢do no ritmo
de proliferagdo celular. Por outro lado, as concentragdes de 2x10-10 ¢ 2x10-11
M de testosterona estimularam signiﬁcativamente a proliferagdo celular.

Buscando avaliar o envolvimento do receptor de androgenos no
mecanismo de proliferagdo celular, a testosterona foi adicionada ao meio de
cultura associada ao antiandréogeno flutamida. A flutamida inibiu
signiﬁcativamente o efeito proliferativo induzido pelas menores doses de
testosterona. Um resultado interessante foi observado com a associagdo de
flutamida a testosterona 2x10-5 e 2x10°6M, a qual aumentou
sxgmﬁcatwamente a proliferagdo celular. |

A partir dos resultados obtidos pode-se conclulr que:

1-As celulas de prostata humana nio transfonnadas crescem de modo
adequado para estudos de proliferagdo celular, em meio 199 contendo 5% de
SBF. O uso de. soro desteroidado ndo alterou o padrio proliferativo destés
células, embora tenha ocorrido uma t_endénciak éo descolamento. |

2-A tesﬁosterona adicionada ao mei’ov basico nas concentragdes dé
2x10-5 a 2x10-9M ndo apresentou efeito 'p'roliferativo sobre as células
epiteliais ou estromais quando comparadas as células incubadas apenas com
meio basico. Nas concentragdes de 2x10‘10 e 2x10-11M a testosterona
estimulou 51gn1ﬁcat1vamente a proliferagdo de celulas epiteliais e estromaxs 0
que sugere um mecanismo bifasico de agdo da testosterona sobre a regulacao
hormonal das células prostaticas humanas, "onde doses mais elevadas de
testosterona mantem o controle da prohferacao em células diferenciadas e
concentragbes menores permitiriam o escape destes mecanismos regu]atonos

3 - O antiandrégeno flutamida (10~ 6M) assomado as menores doses de‘

testosterona inibiu significativamente o efeito proliferativo induzido por este
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androgeno tanto em células epiteliais como estromais. Estes dados sugerem
que o mecanismo de agdo da testosterona, nestas células, ocorre via receptor de
androgenos. Por outro lado, a associagdo de flutamida ( 10-6M) com a
testosterona em concentra¢cdes matores (,’le()'5 e 2x10-0 M) estimulou a
proliferagio das células epiteliais ¢ estromais, quando comparada com a
proliferagdo de células incubadas apenas com testosterona nas mesmas doses.
Estes resultados indicam que a flutamida, nestas condigdes hormonais, agiu
bloqueando parcialmente os receptores de andrégenos, mimetizando os dados
obtidos com pequenas doses de testosterona e reforgando as evidéncias que os
efeitos deste esféréide sobre a proliferagdo das células prostaticas, apresentaddé
neste trabalho, oéoxrem via receptor de androgeno.

O controle da proliferagdo de células prostaticas € um processo
complexo, envbivehdo numerosas interagdes entre hormodnios, fatores dé
crescimento e prdtooncogenes, que podem sér modificados de acordo com as
condigdes experimentais utilizadas. |

Progressos no conhecimento dos mecahismos moleculares envolvidos
com a regulag:ﬁo hormonal da prostata exigem estudos mais aprofundados,
incluindo tanto o estudo de receptores de estgféides sexuais quanto a expresséo
do RNAy, de diversos fatores de crescimento ¢ protooncogenes relacionados

com proliferacﬁb celular.
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1.INTRODUCAO

A prostata ¢ um dos orgdos sexuais acessorios masculinos, alvo da agéo
de hormonios esterdides € de uma série de hormonios peptidicos e fatores de
crescimento. O interesse pelo estudo da regulagdo hormonal desta glindula
vem aumentando principalmente pela alta incidéncia no desenvolvimento de
patologias neoplasicas que ela pode apresentar, sendo a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) e o cancer de prostata as principais. E estimado que
aproximadamente 50% da populagdo masculina com 65 anos de idade
apresente algum grau de aumento do volume prostatico (Gormley et al, 1992;
Carter, Carter ¢ isaacs, 1990; Carter ¢ Coffey, 1990; Griffiths et al, 1991). A
incidéncia de HPB e cancer de prostata estdo claramente relacionados com"a
idade (Berry et al, 1984). A HPB ¢ caracterizada por um aumento nodular nio
maligno do tecido prostatico, resultando na obtrugio da uretra. O carcinoma dé
prostata € um dos cinco mais incidentes nos Estados Umdos (Matuo et al,
1987). | |

A importincia dos esteroides testiculares no desenvolvimento da
prostata tem sidd evidenciada em animais de experimentagdo € no homem
(Baulicu, 1975; English, 1985; Habenicht, 1986; Kozak, 1982; Kyprianou,
1987; Guess,' 1992; Labne, 1991). Os androgenos sdo essenciais para d
desehvolvimento; créscimento, diferenciagio e manutengdo da morfologia ’_e

fungdo secretora da prostata.



1.1.Fisiologia dos andrégenos

Os esterdides androgénicos apresentam papé€is complexos na
diferenciagdo sexual masculina e no desenvolvimento da fase inicial da vida. A
cronologia cuidadosamente orquestrada da secre¢do de andrégenos pelos
testiculos fetais durante a vida embrionaria e neonatal é responsavel pelo
crescimento e pelo desenvolvimento inicial de muitos orgdos do sistema
reprodutor masculino, como os ductos de Wolff, o seio urogenital e os
primoérdios da gehitélia externa. Os androgenos também atuam sobre areas do
sistema nervoso central que controlam o padrio masculino de secre¢do de
gonadotrofinas (Fischman et al,1980;Wilson, 1972).

Na puberdade, 0s andrégenos sdo responsaveis pelo aparecimento das
caracteristicas seXuais secundarias masculinas, incluindo o crescimento da
genitdia externa, o crescimento da pr()statak e das vesiculas seminais, 2
distribuigdo maééulina de pelos e o auniento da massa muscular total
(Fischman et al, 1980).

Estes hormonios sdo essenciais para a manutengao da espermatogéneSé
‘e exercem um controle de "feedback” sobre a"liberagﬁo de gonadotrofinas pe16
eixo-hipotalamo-hipéfise. Os esterdides androgénicos podem causar virilizagdo
10 SeX0 femininb Ie possuem efeitos especificos sobre a eritropoiese em ambos
os sexos (Jepson etal 1973). | |

A testosterona ¢ o principal andrégéno produzido no homem ¢ év
secretado pelas células de Leydig do intersticio do testiculo (Heller é
Clermont, 1964). Este hormonio ¢ sintetizado a partir do colesterol. Quando as
células de Leydig sdo estimuladas pela gonado‘vtr\oﬁna corionica (hCG) ou pelo

horménio luteinizante (LH), a cadeia lateral de acido graxo é removida da



molécula de colesterol, a qual fica entdo disponivel para a biossintese de
testosterona. O  sistema 20—hidroxilase/22-hidroxi1ase/20,22-desmolase
transforma o colesterol em pregnenolona, o precursor de todos os hormonios
esteroides. Dois outros sistemas enzimaticos, o da 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase e o da 17a-hidroxilase/17-20 desmolase, 550 necessarios para a
conversdo de pregnenolona em androstenediona. Este ltimo esterdide tem 19
carbonos ¢ é considerado um androgeno. No entanto, para que adquira maior
atividade bioldgica, a androstenediona deve ser metabolizada em testosterona
pela enzima 17-¢etoesteréide redutase, presenterno testiculo, mas ndo na supra-
renal (Miller, 1988) (figura 1) N

As celulas estimuladas por androgenos para exercer fungdes que nio
exerceriam de outra maneira sdo -chamadas de células alvo de androgenos
(Fischman, 198'0’) Muitos tipos de células qﬁe respondem a androgenos ja
foram 1dent1ﬁcadas Algumas destas células, como aquelas que formam a
genitalia externa e os ductos internos, exercem fungdes diretamente assocxadas
com a dxferenmac;ao sexual masculina, enquanto que outras, como as da
medula Ossea, ﬁgado e rins, ndo apresentam estas fungdes (Mamwaring, 1973)
As células-alvo existem em ambos os sexos, sendo que a resposta potencial aos
andrégenos depende apenas do nivel de secre¢do de-testosterona (Chanv e
O'Malley, 1976)

0O prlmelro passo no mecanismo de agio da testosterona € a sua difusdo
do espago extracelular para o interior da célula. A maior parte da testosterona
circulante estd hgada a globulina ligadora dc testosterona-estradlol (TeBG)
(Pearlman 1967) ¢ 4 albumina. A testosterona ligada s proteinas estd em
equilibrio dindmico com a livre ou nao—hgada que representa apenas 1 a 5% da_
testosterona circulante total (Anderson, 1974) e estd disponivel para a

transferéncia de dentro dos vasos para os liquidos intersticiais. Admite-se que



Colesterol

|®

Pregnenofona — Progesterona

HO
17-O1-Pregnenolona 17-O11-Progestcrona

o) o)

A o

Androstencdiona fretrona

Dehidiocpiandrosterana

ol ®| 0l

OH Onl
" —
N ® ®
O o]
Androstenediol Testosteronn Fatradiol
©|
on Ol
I
— [/\i T
! (7) RGPS
o "' O '.'
Dihidrotestosterona ' 3o 5 - Androstancdiol

Figura 1: Sintese de hormonios esterdides gonadais. As enzimas envolvidas
nesta sintese sfo: (1) 20,22 desmolase, (2) 17-hidroxilase, (3) 17-20-
desmolasc, (4)178-hidroxiesteroide desidrogenase. (5) 38-ol-destdrogenase ¢ A
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a passagem da ‘testosterona para o interior das células seja passiva. No interior
da célula, a testosterona pode ser convertida a Sc-dihidrotestosterona (DHT)
pela enzima 5o-redutase de maneira irreversivel (Bruchowisky € Wilson, 1968)
ou pode ser aromatizada até 178-estradiol, um estrogeno potente. O 174-
estradiol pode agir sinergicamente com os androgenos, influenciando processos
fisiologicos, ou pode ter efeitos independentes ou opostos (Marcus e
Korenman, 1976). A DHT n#o pode ser aromatizada, portanto a conversio da
testosterona em DHT exclui a sua conversdo em estrogenos. Estes metabolitos
podem agir nos tecidos de origem, por exemplo, a pr(')stata, ou entrar na
circulagdo e atuar em  outros locais. Em “qualquer destas situagdes, as
conseqiiéncias ﬁsmloglcas da agfo da testosterona sdo o resultado dos efeltos
combinados da propria testosterona e aquelcs de seus derivados, a DHT ¢ o 17
B-estradiol.

Assim, a'atividade hormonal dos andr6genos ¢ mediada em células-alvo
por dois tipos dé proteinas: o receptor de andrégeno ¢ a enzima 5a—reduta_se.
Em células-alvb, a testosterona liga-se ao receptor de andrégenos diretamente
ou apos a conversio efetuada pela,Sa—redutase‘ em DHT, um andrégeno ma,is
ativo que a “ testosterona € com méior afinidade pelo receptor
(Mamwanng,l973 Wilson et al, 1981). Esta hg,agao androgeno-receptor ¢é do
tipo reversivel ndo covalente com alta afinidade (Liao et al, 1975) o) complexo
hormdnio-receptor formado liga-se a um sitio aceptor na cromatma nuclear
facilitando a transcn'cﬁo de varios genes, Q§ quais controlam a resposté
bioldgica provoéada pelo horménio através da :sintese de RNA mensageirov_e
proteinas (figura 2) | |

Os receptores de andrégenos estdo presentes em altas concentragGes nos;

orgdos acessorios do aparetho reprodutor masculmo O niimero de receptores
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presente em um tecido pode ser afetado por varios fatores, entre eles o nivel de
andrégenos ou estrogenos, a idade ou mutagGes génicas. A testosterona e a
DHT agem através de um mesmo receptor, mas, como ja foi citado, a afinidade
do receptor de androgeno pela testosterona ¢ menor que pela DHT. O
complexo T-receptor € menos estivel que o complexo DHT-receptor. Esta
diferenca na interagdo dos dois esterdides com o receptor de androgenos serve
como um mecaﬁismo amplificador da a¢do de androgenos em tecidos-alvo que
possuem a capacidade de converter T em DHT. Este € o caso da prostata, que

possui uma S« redutase de grande atividade.

1.2. A Glindula Prostatica

A glandula prostatica pesa apfoximadamente 1g ao nascimento, aumenta
para 4g na puberdade e cresce até irlais ou menos 20 g na idade de 20 anos
(McNeal, 1984; Wilson, 1980). |

A prostata, no homem, esta lqcalizada imediatamente abaixo da bexiga,
anterior a sinfise pubica, acima do diafragma urogenital ¢ em frente a ampola
retal. O espago entre a sinfise, a superficie anterior da prostata e a bexiga é
preenchido com tecido conjuntivo, adiposo e um rico plexo venoso. Os
ligamentos puboprostaticos prendem a regido lateral anterior da glandula a

sinfise.



1.2.1.Morfologia

Lowsley (1912), baseado em estudos da histologia fetal, dividiu a
prostata humana em cinco lobos laterais. No entanto, a divisdo lobar da
glindula prostatica em adultos ¢ indistinta no homem e no cdo (McNeal, 1983).

Baseado na reconstituigdo histologica tridimensional da prostata adulta,
McNeal (1984) identificou quatro regides morfologicamente distintas: o
estroma fibromuscular anterior, a zona periférica, a zona central e a zona de
transig3o. |

Estudos histologicos indicam que a prostata é composta por uma
disposigdo complexa de estruturas ducto-acinares. A préstata humana ¢é
constituida por um conjunto de glandulas tubuloalveolares ou tubossaculares
(McNeal, 1983 e 1984). O . epitélio dos acinos diferencia-se de
pseudoestratlﬁcado colunar para cuboidal (McNeal, 1983). Os ductos dlStdlS
siio revestidos por epitélio cuboidal simples ou colunar, 0 epitélio de transigdo
¢ visto nos ductos proximais quando eles emergem da uretra.

O componente estromal da prostata circunda todos os elementos
celulares e extrac’elulares externos da lamina basal epitelial ¢ inclui: células de
musculo liso, ﬁbroblastos, vasos sangiiineos, células de tecido conjuntivo,
terminagdes nervbsas e hnfaticos; estas estruﬁlras estdo embebidas em uma
matriz extracelu]di' de colageno frouxo (Aumuller, 1983).- |

O niamero relatxvo de células epltehzus e estromais na prostata dlfere
entre as especu:s A prostata ventral de ratos e de cdes € pnmanamente um
orgdo parenquimatoso (DeKlerk e Coffey, 1978; Bartsch ¢ Rohr, 1980); a
proporgdo entre epitélio e estroina no rato adulto é aproximadamente 5:1

(DeKlerk e Cofféy, 1978). Em homens ¢ outros primatas, células epiteliaisie‘



estromais estdo - presentes em aproximadamente igual namero (Bartsch,

Rohr, 1980; DeKlerk e Lombard, 1986).
1.2.2.Morfogénese

A rede ductal da prostata é derivada de regides epiteliais densas, os
botdes prostaticos, que emergem do "sinus" urogenital endodermal
imediatamente abaixo do desenvolvimento da bexiga e crescem para o
mesénquima (considerando tecido fetal nio diferenciado). No feto humano, o
primeiro crescimento epitelial origina-se da uretra prostatica em torno da
décima semana de gestagdo (Lowsley, 1912; Johnson, 1920, Kellokumpu-
Lehtinen et al, 1930 e 1985). Os ductos crescem rapidamente em comprimento
¢ ramificam-se. C(&)rm 13 semanas, sfo aproximadamente 70 ductos primarios,
alguns dos quﬁis exibem diferenciagdo secretoria (Lowsley, 1912;
Kellokumpu-Lehtinen et al 1980). Em humanos, os botdes prostaticos
originam-se de diferentes partes da uretra em cinco grupos separados. Esta
observagdo levoqu‘owsley (1912) a propor originalmente o conceito de lobos
prostaticos. A moffogenese ductal prostatica normal e o crescimento ocorrem
em dois periodos separados, pré-natal e puberal, além do crescimento
patolégico na HPB que € iniciado proximo & quarta década. Durante o periodo
de crescimento dé rede prostatica, o indice de proliferagfio celular excede o
indice de morte celular, enquanto no adulto normal estes indices sdo

equivalentes (Isaacs, 1984; Berry ¢ Isaacs, 1984).



1.3.Interacdo Epitélio-Estroma

Cunha e colaboradores (1987), a partir de uma série de experimentos
realizados com  recombinagdes entre o epitélio do sinus urogenital,
mesénquima de camundongo com feminizagdo testicular € embrnido de
camundongo tipo selvagem, concluiram que fatores troficos produzidos no
mesénquima responsivo a androgeno resultam na morfogenese epitehal
prostatica, crescimento e cito diferenciagio secretoria. Nas recombinagdes, o
epitéhio desprovido de receptores de androgenos se diferencia, desde que o
estroma da prostata com receptor de andrégeno seja usado na recombinagio.
Em outros trabalhos, ja havia sido demonstrado que o desenvolvimento do
epitélio prostéﬁéq do seio urogenital € dependente da agdo de androgenos no
mesénquima (Cunha, 1973). Presume-se que o crescimento da prostata adulté
em homens ¢ fortemente influenciado por fatores de crescimento estromals
estimulado por andmgenos

Os efeitos dos androgenos na prolifera¢50 sdo reprimidos por outros
fatores controladéfes (Bruchovsky et al , 1975; Cunha, 1987; Griffiths, ]991).}
A prostata adulta mantém um correto equilibrio entre a morte € a renovagdo
celular em um ambiente de alta concentra(;ao de androgenos no qual os
receptores de androgenos sdo funcionais na reg,ulagao da transcrigdo. A
secregio prostatica ndo ¢ alterada quando os niveis de androgenos sﬁo
aumentados suprafisiologicamente. Portanto, a‘féplicaqﬁo ¢ coordenada por um
mecanismo mals complexo envolvendo fatores adxcnonaxs mas dependente da
presenga de emdrogenos O equilibrio mesenqulma-epneho ¢ um moduladof
essencial do crescimento ¢ desenvolvimento da prostata, mas a regulagdo d.esta

glandula néio ¢ restrita a interagdes epitélio-estroma, podendo envolver agdes
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autdcrinas moduladoras no epitélio: O efeito androgénico iniciado no estroma
pode influenciar rapidamente a subpopulagdo de células epiteliais.

Bolton et al (1981), estudando a distribuigdo e a concentragdo de
androgenos nos compartimentos epitelial e estromal da préostata humana
hiperplasica, concluiram que no tecido hiperplasico existe uma complexa inter-
relagdo entre os androgenos séricos e seus metabolitos no estroma e epitélio. O
estroma prostatico parece ser um importante sitio do metabolismo de
androgenos, particularmente a testosterona e a DHT, as quais podem ser
transferidas do estroma para o epitého, possivelmente pela agdo da globuliﬂé
ligadora de esterdides sexuais (SHBGQG). Kneg e colaboradores ( 1983)
estudando a interagfio de andrégenos e estrogenos com 0 estroma e o eplteho
da prostata normal e hiperplasica, concluiram que o estroma é o componente
mais ativo na HPB e constataram a formag¢do acumulada de DHT nucleaf.
Postularam também que a DHT ¢ altamente capaz de induzir hipexplasid
celular e que o desenvolvimento da HPB ¢ principalmente promovido pelb
estroma. Outros estudos mostram o aumento da atividade da enzima que
converte DHT em androstanediol na HPB, como aqueles desenvolvidos em
cultura de células epiteliais e estromais de prostata ventral de ratos (Orlowiski
et al, 1983 ¢ 1986) e em cultura de tecido hiperplasico humano (Lombardo et
al, 1992). | "

1.4.Modelo Experimental

Diversos modelos experlmentals podem ser utilizados pelo investigador
para desenvolver estudos relacionados com o desenvolwmento anormal de
determinado o6rgdo. Estudos relacmnados aos tipos celulares individuais,

proliferagdo - celular, metabolismo e analise cromossomal, podem ser
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desenvolvidos em cultura de células. Estudos envolvendo o mecanismo de
indugfio de tumores requerem o uso de modelos animais. Por estas razdes, a
utilizagio de diferentes  modelos experimentais pode trazer dados
complementares na investigagdo bioldgica.

Varios estudos tém sido desenvolvidos buscando um melhor
conhecimento das agdes hormonais na prostata e suas implicagdes nas
disfungdes que afetam esta glandula. Entre eles podem ser citados aqueles que
envolvem a utiliza¢do de animais de laboratério "in vivo" (Gloyna et al, 1970;
Sikes et al 1990\;“Matuo et al, 1987) ou estudbs "in vitro" com tecidos animais
ou humanos (Chevalier 1t al 1981; Orlowiski et al, 1983; Rubenstein e
Anderson, 1980). Uma importante contribtﬁqﬁo para o conhecimento do
desenvolvimento da glindula prostatica e suas caracteristicas hlstologlcas tem
sido fornecida por procedimentos expenmentals ‘utilizando ratos ou
camundongos (Cunha 1987, e McNeal 1983, 1984).

A incubécéo de tecido prostatico, por curto tempo, ¢ utilizada paré
estudos da cinética do crescimento tumoral e metabolismo de horménios
esterfides, como a testosterona (Siiteri :e Wilson, 1970). A principai
desvantagem desta técnica € que ela ¢ funcioﬁal por periodos de tempo muito
curtos. A cultufa de 6rgdo tem sido amplaménte utilizada para estudos do
tecido prostéticd de roedores, cdes ¢ homem (Shao, 1986; Launoit et al, 1988) )

A separagio das células e a cultura de tipos celulares individuais
presentes em tecido hiperplasico teoricamenté possibi]itaria' o estudo de
propriedades mdmduals destas células incluindo sua dependéncia endocrma,
marcadores e enzimas que podem ser de 1mportan01a para o metabolismo de‘
esteroides. Com 1sto também seria possivel estudar a interagio das celulas
estromais ¢ epiteliais em experimentos com cocultlvo A separagdo celular

requer o fracwnamento do tecido como um primeiro passo. O fracmnamento
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do tecido prostatico HPB pode ser feito por métodos mecénicos, conforme
sugerido por Franks et al(1970) ou por digestdo enzimética, como sugerido por
diversos autores (Pretlow et al, 1975, Helms et al, 1975, 1976; Thomas, 1971;
Wilson et al 1975, Peehl, 1992).

1.5.Estudos de Proliferacdo Celular

Os hormonios esteroides tém uma fungdo importante na regulagdo do
crescimento e diferenciagdo celular em vérios tecidos, incluindo a prostata.
Além disso, parecem estar implicadbs no crescimento anormal desta glandula,
como na HPB e no carcinoma de préstata (Wilson, 1980; Ghanadian, 1981,
Hammond, 1978; Vermeulen, 1991; Schulze e Siegfried, 1990).

O efeito hormonal em um determinado oOrgdo-alvo ¢ dificil de ser
definido quando utilizadas andlises em modelos animais "in vivo", tanto pelas
agdes metabolicas que estes horménios sofrem antes de atingir o tecido alvo,
como pela comptpisic;ﬁo celular heterogénea do érgdo. Culturas de 6rgdo nais’
quais pequenas porgGes da prostata sdo mantidas por 10 dias ou mais em meio
quimicamente definido, tém sido utilizadas por muitos autores (Shao et 51
1986; Launoit et al, 1988) e. tém fomecido valiosas infonnac(”)es,
principalmente sobre a a¢do de androgenos nesse tecido. Ja em 1958, Franks
demonstrou que prostatas ventrais de camuﬁ;iongos jovens (4-6 semanas),
quando eram incqbadas em "meio normal”, mostravam atrofia epitelial, que era
prevenida pelé adigdo de propionato de testosteroma; posteriormente,
estudando a prostata ventral de camundongos ‘_ho\rmais e animais tratados com
propionato de testosterona, os mesmos autoreé observaram que estas prostatas
apresentavam moffologia normal, enquanto que 0s controles (castrados)

apresentavam atrofia epitelial (Franks, 1960). Outro estudo, utilizando cultura
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de prostata ventral de ratos incubadas com estradiol numa concentragdo de 2 p
g/ml, demonstrou atrofia epitelial mais severa em comparagdo com o meio
controle, postulando um efeito direto do estrogeno (Habib et al, 1980). Nestes
estudos, nenhum parametro adequado para avaliagdo do crescimento celular foi
utilizado. A informagdo obtida neste sistema ¢ limitada a determinagdo da
concentragio de RNA, sintese de proteinas e mudangas morfologicas
associadas. Embora ocorra uma certa sintese de DNA em tais culturas de
orgdos (Mukherjee et al, 1973) esta técnica ndo ¢ ideal para estudar a
proliferagio celulér Ja que somente uma pequena fragfio de células se reproduz
durante o tempd de cultura. Além disso, a populagdo de células neste tipo de
cultura consiste tanto de células epiteliais quanto ndo epiteliais. Uma técniéa
mais aceitavel seria a cultura celular na qual celulas de uma populagio deﬁmda
podem ser estudadas sob condigdes controladas (Macintyre, 1974). Como os
eventos de transformagdo tecidual envolvem alteraqoes intrinsecas nas celulas,
as culturas celul‘ares, que sdo isentas de influéncias teciduais e sistémicas, séb
ideats para investigar se uma alteragdo na respbéta celular realmente acontece.

Entretantor' pode haver dificuldade erﬁ correlacionar resultados de
cultura celular com os de orgios mtactos dev1do a possiveis alterac;oes
causadas por uma ruptura das relagdes celula—celula eventual remogdo de
receptores de superficie e condigdes de crescimento ndo fisiologico. Porem,
tecido prostatico parece adequado em tennos_d_’e cultura celular para estudar o
controle honnonél do epitélio, ja que corresponde a um tecido extensamente
estudado tanto no émimal "in vivo" quanto em ’c‘u‘ltura de orgdo (Damber, 1991;
Bouton, 1981; Walsh e Wilson, 1976) |

Estudos dé fisiologia celular do epitélib prostatico humano normal ve
patologico tém sido prejudicados pelas dificuldades em manter culturas dé‘

camadas de células epiteliais tnicas livres de outros -¢lementos celulares.
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Alguns relatos tém descrito culturas de curto tempo de células prostaticas
derivadas de tecido hiperplasico humano (Siiteri ¢ Wilson, 1970; Stone et al,
1986; Davies ¢ Eaton, 1989; Guess, 1992; Grayhack, 1992). De outra parte, o
interesse pelo estudo do controle hormonal do carcinoma de prostata (Labrie et
al, 1983; Mobbs et al, 1983 e 1990, Bostwick et al, 1992) permitiu o
desenvolvimento de linhagens continuas de células prostaticas carcinomatosas,
que representam um bom modelo para estudar os mecanismos de agdo
hormonal no carcinoma de prostata (Horoszewics et al, 1983; Kaighn et al,

1979; Stone et al, 1978).

1.6.Cultura de Células

O desenvolvimento de téénicas de cultura de células trouxe um
consideravel progresso no campo da endocrinologia experimental,
possibilitando o estudo de componentes celulares de tecidos heterogéneos, bem
como intera¢des bioquimicas comp]'_exas dos processos celulares.

Existem algumas vartagdes na realizagdo de estudos "in vitro"
utilizando-se as técnicas de cultura (Evans et al, 1975). Define-se cultura
celular como a incubagdo de célula‘s "in vitro" incluindo a cultura de células
isoladas. Na cultura de células, estas ndo sdo mais organizadas em tecidos.
Cultura de tecidos é a manuten¢do ou crescimento de tecidos "in vitro" de
modo que possa permitir sua diferenciagdo e fung3o. Finalmente, cultura dvc
orgdo ¢ a manutengdo ou crescimento de um orgdo ou parte do mesmo "in
vitro” permitindo ndio s6 sua diferenciagio como ainda, a preservagio de sua
arquitetura e fung:z”io

O método de cultura de células apresenta algumas vantagens sobre 0s

demais como possibilitar o estudo de. tipos celulares individualmente, controle
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do ambiente, facilitar o estudo da proliferagdo celular, avaliar as interagSes
epitélo-estroma através de cocultura, adequagfio do tempo de duragdo do
estudo, além de ser um modelo aplicavel em estudos imunologicos,
virologicos, bioquimicos e genéticos. Este sistema apresenta também algumas
limitagdes, como tempo de sobrevida das células em cultura, riscos de
infecgdo da cultura e rompimento da relagdo epitélio-estroma, as quais sdo

superaveis pelas vantagens que o método oferece.

1.7.0bjetivos

1.7.1.0bjetivo Geral |
Este trabalho teve como objetivo principal analisar as ag¢les de
andrégenos em diferentes condigdes experimentais sobre a proliferagdo de

células epiteliais e estromais prostaticas humanas nfo transformadas.
1.7.2.0bjetivos Especificos

1. Estabelecer um meio de cultura com suprimento de soro bovino fetal
(normal ou desterbidado) adequado para manter a prolifera¢iio destas células
em niveis basais‘,‘vpossibilitando assim o estudp da agdo de esteroides sobre a
multiplicagdo céluiaar. |

2. Determinar os efeitos de djferentcs‘ 4concemra<;6¢s de testosterona

isolada ou associada ao antiandrégeno flutamida sobre a proliferagdo celular.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. PRODUTOS QUIMICOS
2.1.1. Meios

Com base em dados da literatura e em experimentos anteriores realizados

para o estabelecimento desta cultura, selecionou—se‘ como meio base para a cultura

~ de células 0 meio 199 com solugfo de Hank's , glutamina e bicarbonato, fornecidos
pela Laborclin Produtos para Laboratorio Ltda.

A solugdo de Hank's, também fornecida pela Laborclin Produtos para

Laboratério Ltda. foi utilizada para procedimentos de lavagem do material.

2.1.2. Soro

O soro utilizado como suplemento ao meio de cultura foi o Soro Bovino F cfal
(SBF) estéril, também fornecido pela Laborclin, em concentragdes que variaram de
10 a 1%. Em alguns experimentos, foi utilizado SBF desteroidado, preparado em 60
- min de incubagdo a 4°C com um "pellet" de carvdo-dextran (2,5% Norit A, 0,25%

dextran em 0,01 M Tris-HCI, PH 8.0, 1 ml/2 ml de soro) (Nagai et al, 1988).

17



2.1.3. Antibiotico

Ao meio de cultura ou solugdo de Hank's foi sempre adicionada Kanamicina

(Sigma/USA) na concentragio de 0,062 g/100 ml.
2.1.4. Enzimas

Para dissociagdo do tecido, foi utilizada colagenase Tipo IA (Sigma/USA),
7,5 mg por grama de tecido ou 3,0 mg/ml de solugdo de Hank's.
No procedimento de repicagem de células estromais, para a utilizagdo em

cultura secundaria, foi utilizada Tripsina Tipo I (Sigma/USA) 0,25%.
2.1.5. Hormaonios

O horménio esterdide utilizado nestes expenmentos foi a testosterona
(Sigma/USA) em concentrages de 2x10-9M a 2x10‘1 M.
Como antiandrogeno foi utilizada F lutamida 10-6M (Schering A.G., Berlin).

2.2. PROCEDIMENTOS PARA OBTENCAQ DE CULTURA DE CELULAS
PROSTATICAS HUMANAS

2.2.1.0btencdo do Tecido

O tecido pI'OStdthO utilizado foi obtido de pacu:ntes masculinos com ldade
média de 72 + 6 anos, submetxdos a prostatectomia supra-plibica por hlperplasm
benigna de prostata (HBP). Na sala de cirurgia, af‘_‘p\,ega era separada, parte para o

exame anatomopatologico e o restante dividido em fragmentos de + 1,5 cm3, os
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quais eram acondicionados em frasco estéril, contendo solugdo de Hank's com
kanamicina (0,062 g/ml) e imediatamente transportados ao laboratorio.

No laboratorio, sob capela de fluxo laminar, realizava-se uma dissecgio
cuidadosa no tecido para retirar coagulos e tecido fibroso (capsula). O material era
reduzido a fragmentos menores, lavado quatro vezes em solugdo de Hank's e
transferido para um frasco de vidro previamente pesado, para determinagdo do peso
do tecido. Apos a pesagem, adicionava-se a este frasco solugéo de Hank's e o tecido

era estocado a 4°C por 12 a 24 horas.

2.2.2. Dissociacie Enzimatica

Apos a fragmentacdo do tecido em aproximadamente 0,5 cm3 procedia-se 5
dissociagdo enzimatica durante 3 h a 37°C. |

O meio de disédciagﬁo foi preparado com solugdo de Hank's e colagenasé
tipo 1A (3 mg/ml). O volume total de meio de dissociagdo foi calculado em fungdo
do peso do tecido a sér digerido, mantendo-se uma relagdo de 50 ml de meio pafa
cada 20 g de tecido. O processo de dissociagdo foi realizado em Erlenmeyer especial
para digestio enzimética ( Osy/Franga) com barra magnética, sob agitagiio

constante.

2.2.3. Separaciio dos Componentes Celulares

A separagio de células epiteliais das células estromais era feita através de
sucessivas filtragdes, utilizando-se filtros de nylon (Polﬂébo/Franqa). Apés a
dissociagdio enzimatica, a agdo da colagenase era inibida pela adigdo de igual volume
de solugdo de Hank's. Esta suspensdo era vertida em filtros de 300 e 150 micra, para

reter porgdes de tecido ndo digeridas. O filtrado era centrifugado durante 10 min a

19



1500 rpm, o sobrenadante desprezado, o precipitado ressuspendido em solugdo de
Hank's e separado em filtro de 60 micra, o qual retinha as células epiteliais. Para o
filtrado passavam os fibroblastos. O filtro contendo as células epiteliais era entfio
lavado em solugdo de Hank's duas vezes e esta solugdo centrifugada novamente
durante 10 min a 1500 rpm. Na etapa final, apos o sobrenadante ter sido desprezado,
o precipitado era ressuspendido em meio 199 com 10% de soro bovino fetal para ser

semeado nas placas de cultura..

Com o filtrado contendo as células estromais era realizado o mesmo

procedimento descrito para as células epiteliais.

2.2.4. Semeadura
a) Células Epiteliais

As células em suspensdo eram submetidas a um teste de viabilidade pelo azul
de Tripan e contadas em hemocitdmetro. Em seguida, eram distribuidas em placas
de plastico estéreis (Corning 35 mm) numa concentragio de 1x105¢céls./ ml de meio
e incubadas em estufa a 37°com atmosfera umida e adigdo automatica de 3% de
COy. Inictalmente as éé]ulas eram incubadas em 1 ml de meio de cultura (meio 199
+ 10% de SBF), para facilitar a adesdo a placa; 24 horas apds a semeadura, o volume

do meio era completado para 2 ml.
b) Células Estromais

A suspensdo celular contendo aproximadamente 80% de células estromais ¢

20% de células epiteliais era distribuida em frascos estéreis para cultura de células,
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T-25 (25 cmz). Eram semeadas 2x105 cels./ml em cada frasco com 2,5 ml de meio
de cultura; 24 h apdés o volume do meio era completado para 5ml.Estas células
também eram incubadas a 37° em estufa com atmosfera imida e 3% de COp de 07 a
09 dias em cultura primaria. Apos este periodo, passavam pelo processo de

tripsinizagdo a fim de serem semeadas em cultura secundaria.

2.2.5. Tripsinizacio

As células estromais cultivadas por um periodo médio de 07 dias, eram
tripsinizadas, utilizando-se 0,25% de Tripsina Tipo T (Sigma/USA) em soluqﬁb
salina. A viabilidade célular era avaliada pelo teste com o azul de Tripan e o
nimero de células estimado por contagem em hemocitémetro. O processo de
semeadura era analogo ao descrito para células epiteliais, com 1x103 cels./ml em
cada placa e a proliferagdo celular avaliada em dias determinados no protocolo

experimental.

2.2,6. Manutencio das Células em Cultura

As células em cultura eram observadas a cada 48 horas em microscépio
inveru'do, antes de ser éfetuada a troca do meio de iﬁcubac;ﬁo. Células epitelias eran‘ly
“analisadas em cultura ﬁrimz’m'a e células estromai>s em cultura secundaria (uma
passagem). |

' A primeira troca do meio de cultura das células epiteliais era realizada 48h
apés a semeadura. Apc')és este periodo de aderéncia e equilibrio, as células eram

nutridas em meio de cultura 199 com SBF, suplementado ou ndo com esterdides em
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diferentes condigdes e por tempos variaveis, de acordo com o protocolo
experimental. A troca dos meios com os distintos tratamentos era realizada sempre a
cada 48 h durante 06 ou 07 dias, tempo no qual era avaliada a proliferagdo destas
células.

As células estromais eram mantidas em cultura primaria de 7 a 10 dias, sendo
a troca do meio de incubagdo realizada a cada 48 h, sempre utilizando-se meio 199
com 10% de SBF. Apos este periodo, estas células eram tripsmizadas, conforme
descrito anteriormente, semeadas em placas de cultura de 35mm ¢ recebiam , em

cultura secundaria, o tratamento nos mesmos moldes descritos para células epiteliais.

2.3. Avaliacio da Proliferacie Celular

A proliferagdo celular era avaliada pela determinaciio do conteddo total de
DNA através da técnica de Burton (1956) e pela contagem direta do nimero de
células em hemocitOmetro ou camara deNeubauer (Murrell 1974), com a utilizagio

de um microscopio optico.
2.3.1. Determina¢iio do DNA Total

Nos dias determinados no protocolo experimental, as células eram descoladas
para a andlise de proliferagdo celular como descrito a seguir: 0 meio de cultura efé
desprezado ¢ a placa cbntendo a monocamada era lavada com 1 ml de solugio salina
(PBS); em seguida, as células eram descoladas em 2 ml de solugio salina com o
auxilio de um estilete plastico. A suspensdo celular era recolhida em tubos de vidro
(pirex) previamente identificados, centrifugada 10 min a 1500 rpm, sendo o

sobrenadante desprezado. Ao precipitado (células epiteliais ou estromais)
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adicionavam-se 500 ul de agua destilada por 30 min; ao final dos 30 min, eram
adicionados a estes tubos 500 ul de PCA (1M), os tubos eram selados com parafilme
e estocados a -20°C para posterior dosagem.

A dosagem do DNA total era feita através de uma reagéio colorimétrica obtida

com um reativo formado por:

100 ml de acido acético
1,50 ml de acido sulfirico
1,50 g de difenilamina

0,50 ml de acetaldeido 1,6%

No momento da dosagem, as amostras eram descongeladas ¢ hidrolizadas 3(')‘
min em banho maria a‘70°C e mais 15min a 90°C. Apés a hidrdlise, as amostras
eram centrifugadas e o sobrenadante, contendo o DNA, transferido para tubos de
dosagem, previamente identiﬁcados, aos quais eram adicionados 2ml de reativo de
cor a cada um. Estes tubos eram incubados em banho maria a 30°C por um periodo
de 16 a 18 horas e, entﬁo, realizada a leitura das amostras em espectrofotometro

(Micronal) em comprimento de onda de 595nm.

a) Preparag@o do DNA padrfo tipo bovino

Eram pesados 15 mg de DNA (SIGMA) ¢ diluidos em 100 ml de PCA 0,5N
(150 pg/ mi). A dissolugio era feita com auxilio de um agitador magnético e a

solugdo final dividida em aliquotas de 1ml, em tubos de vidro pirex e congelados a

-20°C.
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b) Preparo da curva padrdo

Um tubo de DNA padrio era descongelado, diluido 2x com PCA 0,5N, ou

seja, era adicionado mais 1ml de PCA 0,5N e agitado. A curva padrdo era feita de

acordo com o protocolo abaixo.

Tubo ulDNA ul PCA ug DNA D.O.
(padrdo)

01 0 1000 0

02 10 990 0,75

03 20 980 1,50

04 40 960 3,00

05 50 950 3,75

06 80 920 6,00

07 100 900 7,50

08 200 800 15,00

09 400 600 30,00

A quantidade de DNA em cada amostra era calculada a partir de uma relagéo
estabelecida entre a densidade Optica ¢ o conteido em DNA, do padrio, de

concentragfo conhecida, a partir da curva padrio mostrada acima.
pg DNA padrdo ........... D.O. padrio

X D.O. amostra
X = pg de DNA da amostra
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2.3.2. Contagem do Niimero de Células

O hemocitbmetro ou Cimara de Neubauer ¢ um dispositivo que permite
determinar o namero de células por ml de solugdo, a partir de uma aliquota desta
solugdo.

No momento em que as células eram descoladas para a analise do conteudo
de DNA ¢ a suspensdo celular transferida para tubos de vidro, esta suspensdo era
homogeneizada com pipeta "Pasteur” e retirada uma aliquota de 20ul para contagem
do numero de célulaks. O hemocitometro contém duas cémaras, cada uma delas
subdividida em quatro quadrantes com capacidade para 0, 1mm3 ou = 1,0 x 104ml
de suspensdo celular. Contando-se o niimero tot:a\l‘ de células nas duas cﬁmarasv:e
dividindo-se pelo numero de quadrantes (8), obtéih-se o niimero médio de células
por mi (x10%cels./ml). Na contagem realizada para a avaliar proliferagdo celular ndo

era utilizado corante. |
2.4.EQUIPAMENTOS
2.4.1 Capela de Fluxe Laminar

Todos os procedimentos que exigiam condigdes estéreis eram realizados em

capela de fluxo laminar vertical (Veco).
2.4.2. Estufa para Incubagio

As células em cultura eram incubadas em estufa (Nuaire, modelo NU 2500)
equipada com controle de temperatura e entrada de CO2. A incubadora era mantida

com atmosfera imida a 37°C e 3% CO2.
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2.4.3. Microscépio

A observagio das células em cultura era realizada utilizando-se um
microscopio invertido (Zeiss Winke).

A contagem do nimero de células era realizada em microscopio Optico
(ausJena) em objetiva e ocular de 10x.

2.4.4. Banho Maria

Para o aquecimento dos meios de cultura era utilizado um banho (Biomatic) a

37°C e para hidrolise das células, um banho (Deleo) a 70° ¢ 90°C.

2.4.5. Agitador Magnético

No processo de dissociagdo do tecido, era utilizado um agitador magnético

(Fisaton) com controle de temperatura.

2.4.6. Estufa para Secagem e Esterilizacio .

A wvidraria era esterilizada envolvida em papel aluminio em estufas para
secagem ¢ esterilizagdo (Biomatic) durante 3h a 170°C; pipetas de vidro graduadas,

pipetas "pasteur” e material cirirgico eram esterilizados em recipientes de metal,

durante o mesmo periodo de tempo.
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2.4.7. Autoclave

Materiais com componentes plasticos (tampas, filtros, etc..) eram

esterilizados em autoclave (Phoenix) a 120°C a 1Kgf/cm2 durante 25 min.

2.4.8. Esterilizacdo de Solugdes

Grandes volumes eram esterilizados em filiro a vacuo (Nalgene) com
membrana (Whatman) 47mm e poro de 0,2um.
Pequenos volumes eram esterilizados em filtros descartaveis Millex

(Millipore) com poros de 0,2um.
2.5. ANALISE DOS DADOS

A influéncia das diferentes condigdes de cultura e adigdo de hormonios
esterdides sobre os pardmetros de multiplicagdo celular (DNA ¢ contagem do
namero de células) foi comparada em séries de culturas celulares para cada grupo de
experimentos, originarias de um mesmo doador. Cada determinagdo era realizada em
3 ou 4 placas de cultura ¢ os resultados expressos como a média mais ou menos o
erro padrdo. A variago intra-ensaio foi inferior a 10%. Os mesmos estudos foram
realizados em células prostaticas de pelo menos 3 doadores diferentes e os
resultados eram comparados a fim de se avaliar sua reprodutibilidade. Os resultados
obtidos com células de origens diferentes estudadas sob as mesmas condigdes

hormonais tiveram variagdes, ocasionalmente, superiores a 20%. Contudo, o efeito
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hormonal obtido foi sempre observado nas mesmas proporgdes com uma variagio

inter-ensaio mferior a 15%.
2.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados foram selecionados procedimentos
paramétricos. Conforme as condigdes experimentais estudadas, foram utilizados:
teste t de Student para amostras ndo emparethadas, analise de varidncia (ANOVA)
de uma via e teste de comparag¢Ges multiplas de Duncan. Os niveis de significancia (
«) adotados foram de 5% ¢ 1%. Os dados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (EP). O niimero minimo de amostras utilizado foi de 3 placas de

cultura para cada grupb de tratamento.
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3. RESULTADOS
3.1 - Morfologia das Células Prostiticas Humanas em cultura

Células epiteliais e células estromais, quando semeadas em cultura
crescem aderidas a placa, formando uma monocamada e tém aspecto
morfoldgico distinto.

Com o objetivo de caracterizar morfologicamente as células epiteliais e
estromais prostaticas humanas cultivadas, de acordo com a metodologia
descrita em material e métodos, apos 4 dias de cultura as células foram fixadas
em metanol, coradas com Giemsa e fotografadas ao microscopio optico.

Na figura 3, observa-se o aspecto das células epiteliais, pequenas,
arredondadas ou ovais, apresentam nucleo refringente e tendem a prolifefér
concentricamente, atingindo confluéncia. Pode-se observar também algumas
areas sem células na placa de cultura.

‘Na ﬁgura 4, observam-se as células estromais (fibroblastos), que
apresentam uma forma bem caracteristica, along,ada e com niucleos pequenos |
proliferando em vanas diregdes. Algumas areas desta cultura também atmgem

confluéncia.
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Figura 3: Aspecto morfologico de células epiteliais de prostata humana ndo

transformadas, em cultura primaria, ao microscopio optico (100x).
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Figura 4: Aspecto morfoldgico das células estromais de prostata humana néo

transformadas, em cultura secundaria, ao microscopio optico (40x).
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3.2 Proliferacio de Células Prostaticas Humanas Nio Transformadas em
Diferentes Condi¢des de Adicdo de Soro Nermal ou Desteroidado no Meio

de Cultura.

Com o objetivo de testar a viabilidade destas células em cultura durante
um periodo dé tempo necessario para estudos de agio hormonal sobre a
proliferago celular, inicialmente células epiteliais nfo transformadas, oriundas
de prostata humaha, foram incubadas em culﬁifa primaria, em meio 199 cdm
10% de SBF. A populagéo celular foi avaliada"pelo conteudo total de DNA (M
g/placa) nos dias 0, 3, 4, 5, e 7 de cultura. Fo1 considerado dia "0" (zero) o
primeiro dia apds )a semeadura em que era efetuada a troca de meio de cultura,
ou seja, 48 h apods a semeadura, tempo necessario para as células aderirem a
placae estabelecerem um equilibrio com o meio de incubagdo.

A figura 5 ilustra os resultados obtidos nas condigdes experimentais
descritas acima, mostrando um aumento significativo da proliferagdo celular,
no sétimo dia em relagdo ao dia "0" (zero) (p < 0,01) ¢ em relagdo ao terceiﬁ)
dia de cultura (p < 0,05), possibilitando a‘vmanutenqﬁo destas células em
cultura, nestas condigdes experimentais, pelo tempo previsto como necesséﬁb
para estudos de proliferagﬁo.

A partirv dos resultados iniciais, avaliou-se o comportamentd‘
proliferativo das células epiteliais de préstata‘humana ndo transformadas em
meio de cultura contendo 5% de soro bovino fetal. A proliferagio celular foi
avaliada pelo contetdo total de DNA (ug/placa) nos dias 0, 3,5 ¢ 7 de culturé.
Observou?se um aumento significativo no contetdo total de DNA a partir do
5° dia de culturé, ém relagdo ao tempo zero (p < 0,01) e no 7° dia em rclac;éé

ao a0 3° dia (p 40,05). Estes resultados estdo representados na figura 6 e
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Figura 5: Curva de proliferagdo de células epiteliais prostaticas humanas nio
transformadas, em cultura primaria, com meio 199 + 10% SBF. A proliferacéo
celular foi avaliada pelo conteido de DNA em cada placa. Cada ponto
representa a média de 3 placas de cultura.

* p<0,05 em relagdo ao 3° dia de cultura

** p <0,01 em relagdo ao dia zero (antes do tratamento)
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Figura 6: Curva de proliferagdo de células epiteliais prostaticas humanas nio
transformadas em meio 199 com 5% de soro bovino fetal. A analise da
proliferagdo celular foi feita através do conteido de DNA total; cada ponto da
curva representa a média de 3 placas de cultura.

* p<0,05 em relagdo ao 3° dia

** p < 0,01 em relagdo ao dia zero
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mostram que também é possivel manter estas células em cultura utilizando-se
meio 199 com 5% SBF.

Procurando utilizar um meio de incubagido com as condi¢des minimas
necessarias para a manutengdo das células de prostata humana néo
transformadas em cultura, testou-se em cultura secundaria de células estromais
o meio normalmente utilizado (meio 199) com 5% de SBF como controle em
comparagdo com o meio contendo 1% de SBF. A proliferago celular foi
avaliada através da contagem do numero de células em hemocitometro (x104
cels./ml), nos di'as 3, 5 e 7 de cultura. Esteé resultados estio representados“na
figura 7. A avéliacao feita no 3° dia de tratamento ndo mostra diferenca
significativa entre o nimero de células do meio com 5% ou 1% de SBF. No 5°
dia de cultura, as células incubadas com 1% de SBF apresentaram uma
diminuigéo 51gn1ﬁcat1va no ritmo de prohferaqao celular *p< O ,05) em
relagdo a 5% de SBF. Igualmente, no 7° d1a de cultura, a populagio celular
incubada em melo com 1% SBF foi 51gn1ﬁcat1vamente menor que aquela
incubada com 5% de SBF (p <0,01).

Na ﬁgufaa 8, estdo ilustrados os resultados obtidos quando células
epiteliais foram incubadas em cultura pnmana em meio 199 com 5% e 2,5% de
SBF. A prohferaqao celular foi avaliada no 3° dia de cultura através do’
conteiido de DNA total (ug/placa). As celulas cultivadas em meio com apenas
2,5% de SBF apresentaram uma tendéncia a reduc;ao no ritmo de cresmmento
embora esta diferenga (28% menor) nio tenha sido significativa.

Para confumar estes resultados, células epiteliais de prostata humaha
ndo transformadas foram incubadas em meio 199 com 5%, 2,5% e 1% de SBF
e a proliferagdo celular avaliada no 6° dia de cultura através do conteiido de
DNA. Confonne os resultados mostrados na ﬁgura 9, observa-se novamente

uma tendéncia a redugdo no ritmo de prohfelagao das células incubadas com
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Figura 7: Cultura secundaria de células estromais de prostata humana ndo
transformadas incubadas em meio com 5% e 1% de SBF. A populagio celular
foi avaliada pela contagem do nimero de células no 3°, 5° e 7° dia, sendo os
resultados expressos em nimero de células por mililitro (x104 cels./ml). Cada
coluna representa a média de 3 placas de cultura e as barras verticais

74
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5% 1%
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representam o erro padrao (EP).
* p<0,05 em relagdo ao SBF 5% no 5° dia
** p <0,01 em relagiio ao SBF 5% no 7° dia
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Figura 8: Cultura de células epiteliais prostaticas humanas ndo transformadas
em meio 199 com 5% ¢ 2,5% de SBF. A populagédo celular foi avaliada no 3°
dia de cultura, pelo contetido de DNA (ugDNA/placa). Cada coluna representa
amédia + EP (n=3). ~
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Figura 9: Cultura primaria de células epiteliais de prostata humana ndo
transformadas em meio 199 com 5%, 2,5% e 1% de SBF. A proliferagio
celular foi avaliada no 6° dia de cultura pelo conteiido de DNA (u
gDNA/placa). Cada coluna representa a média + EP (n=3).



~meio de cultura suplementado com 2,5% ¢ 1% de SBF em comparagfo com
meio contendo 5% de SBF, indicando que as condigdes nutritivas oferecidas
por este meio ndo sio adequadas & manutengio da populagio celular para
estudos de proliferagio. |

Com base nestes resultados optamos por utilizar o meio 199 + 5% de
soro bovino fetal como meio base para a cultura celular.

Antes de iniciar o estudo da ag¢do de hormoénios esterdides sobre a
proliferagdo de células prostaticas humanas nio transformadas, em cultura, foi
investigado se a concentragdo de esteroides presente no soro bovino fetal
alteraria ou nao o padrio proliferativo destas células. Para isto, as ce]ulas
epitehais foram incubadas em meio de cultura contendo 5% de SBF ¢ 5% de
SBF desteroidado. A proliferagio celular foi avaliada através da contagem do
nimero de célui{xs em hemocitometro nos diag 2, 4 e 7 de cultura. A figura 10
mostra a curva dé proliferagdio celular com os ﬁneios contendo SBF total e SBF
desteroidado. Observa-se no 2° dia de cultura uma diferenga significativa entre
o nimero de células em ambos os meios (p<0 05). Entretanto, ao longo do
periodo de mcubac;ao as células tratadas com mem contendo SBF destermdado‘
apresentaram o mesmo padrdo de crescnnento celular, conforme pode ser
verificado nos dias 4 ¢ 7 de cultura. Por outro lado observou-se que o aspecto
das células mcubadas em meio Com SOro destermdado diferia daquele das
células mcubadas com soro normal, com uma tendéncia ao descolamento das
células tratadas com SBF desteroidado. ‘V

Para complementar este estudo, a concentrac;ao de testosterona
(esteréide que seria utilizado nos proximos expemnentos) no soro bovino fetal
utilizado, foi medida pela técnica de radlolmunoensalo através da qual fmt
constatada a presenqa de 0,046 ng/ml de testosterona neste soro. Como era

utilizado somcnte‘ 5% de soro no meio de cultura, calculou-se a quantldade ds
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Figura 10: Cultura de células epiteliais de prostata humana néo transformadas
em meio 199 contendo 5% de SBF normal e 5% de SBF desteroidado. A
populagdo celular foi avaliada nos dias 2, 4 e 7 de cultura através da contagem
do nimero de células (x104cels./ml). Cada ponto representa a média de 3

placas.
* p <0,05 em relagdo a 5% SBF desteroidado
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esteroide (testosterona, PM=288,4g) que estaria se¢ adicionando ao meio de
cultura através do soro.

Constatou-se que apenas O,8x10'14 M de testosterona é adicionada ao
meio de cultura através do soro, o que ¢ uma quantidade aproximadamente
1000 vezes menor que a menor dose de testosterona a ser utilizada, o que néo

deveria interferir nos indices de proliferagdo a serem avaliados.

3.3 - Efeitos da Testosterona Sobre a Proliferacio de Células

Prostiaticas Humanas nio Transformadas em Cultura

Uma vez defimdo o meio base de incubagdo para estas células (meio’
199 + 5% de SBF), miciou-se o estudo dos eféitos da testosterona (T) sobreyka
proliferagio de células epiteliais e estromais ndo transformadas derivadas de‘
prostata humana, em cultura. Inicialmente, células epiteliais foram incubadas
em meio contendo testosterona nas concentragdes de 2x10‘6M, 2x10-"M e
2x10-8 M, compaiadas com células incubadas em meio controle (5% SBF). A
proliferagdo celulér foi avaliada através do confeﬁdo de DNA total (ug/placa) e
pela contagem do niimero de células (x10%cels./ml) em hemocitometro nos dias
3e6de trafaméhto, Os resultados mostrados na figura 11 representam a
avaliago feita através do contetido de DNA e na figura 12 através da contagem
do nimero de células, ambos seguindo o protocolo experimental descn'td
acima. Como se pode observar, a testosterona nestas concentragdes nﬁé
exerceu efeito estimulatorio sobre a proliféféqﬁo celular em nenhum dos
parametros avaliados. Resultados semelhantes iaxnbém foram obtidos quandd
células estromais: foram incubadas em cultura ‘secundéria com as mesmas

concentragdes de testosterona (2x10-6 M, 2x10*7 M e 2x10-8 M). A avaliag:z’ioh
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Figura 11: Efeitos da testosterona sobre a proliferagdo de células epiteliais de
prostata humana ndo transformadas, em cultura primaria. As células foram
incubadas em meio controle (5% SBF) e meio contendo testosterona nas
concentragdes de 2x106, 2x10-7 ¢ 2x10‘81 M. A proliferagdo celular foi
avaliada no 3° e 6° dia de cultura através do conteado de DNA total (ug
DNA/placa). Cada coluna representa a média + EP (n=4),

42



O
Q
8
— 7 F
K
w o
°
(3] 5 -
*
m 4 :
o .
-3t ;
B
ocss
2 B ;::f{éo‘o
1 - 5%
0
Cont., -6 -7 -8
Tostosterona (2x10 M)
Dia 03 Dia 06

Figura 12: Efeitos da testosterona sobre a proliferagdo de células epiteliais de
prostata humana ndo transformadas, em cultura primaria. As células foram
incubadas em meio controle (5% SBF) e meio contendo testosterona nas
concentragdes de 2x10-0, 2x10-7 ¢ 2x10-8' M. A proliferagio celular foi
avaliada no 3° e 6° dia de cultura através da contagem do nimero de células
(x10%cels./ml). Cada coluna representa a média + EP (n=4).
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da proliferagdo celular foi feita através da contagem do nimero de células.

Os resultados referentes a cultura secundaria de células estromais estio

ilustrados na figura 13.

Considerando-se estes resultados, foi avaliada a agdo de concentragGes
de testosterona maiores € menores que as descritas anteriormente sobre a
proliferagdo de células prostaticas humanas néo transformadas, em cultura. A
figura 14 ilustra os resultados obtidos quando células epiteliais foram
incubadas em meio controle ¢ meio contendo testosterona nas concentragdes de
2x10-3, 2x106, 2x10-8, 2x10-9, 2x10-10 ¢ 2x10-11 M. A proliferagio celular
foi avaliada pelo! contetdo total de DNA (ug/placa) nos dias 3 e 6 de
tratamento. No 3° dia de cultura, a dose de 2x10'10 M de testosterona, quando
comparada ao g,rupo controle, mostrou um efelto estimulatério 51gn1ﬁcat1vo
sobre a proliferagdo destas células (p < 0,05). No 6° dia de cultura, as células
tratadas com testoSterona nas doses de 2x10‘9 e 2x10°10 M apresentaram
uma proliferagii(‘)‘signiﬁcativamente maior er)n‘ relagdo a dose de testosteroné
2x10-5M (p < 0;0.5). Também no 6° dia de culfura, as células incubadas com
testosterona inO‘l Im apresentaram um indice de proliferac;éd
signiﬁcativamenté maior, quando comparadas com qualquer dos outros grupés
experimentais: grupos controle, testosterona 2x10- e 2x10-10M (p<0 05) e
testosterona 2x10-5 2x106 ¢ 2x108 M (p < 0 ,01).

Utilizando-se 0 mesmo protocolo experimental descrito acima, a analise
da proliferagdo celular foi feita através da contagem do nimero de células,
conforme mostrado na figura 15, Nd 3° dia de tratamento hormonal, as células
incubadas com testosterona 2x10-10 M apresentéram um in‘dice de proliferagdo
significativamente maior em relagdo a testosterona 2x10->, 2x10°0, 2x10-8 €

2x10-9 M (p <0,05). As células incubadas com testostéiona 2x 10-11M
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Figural4: Efeitos da testosterona sobre a proliferagio de células epiteliais
prostaticas humanas ndo transformadas em cultura primaria. As células foram
incubadas em meio controle ¢ meio contendo testosterona nas concentragdes
de 2x10-3, 2x10°0, 2x10-8, 2x10-9, 2x10-10 ¢ 2x10-1IM. A proliferacio
celular foi avaliada no 3° e 6° dia de cultura pelo conteddo de DNA total (pg
DNA/placa). Cada coluna representa a médiat EP (n=4). ~

¥ p<0,05 em relagdo ao controle, 3° dia

a p<0,05 em relagiio a testosterona 2x10-2M, 6° dia

b p <005 em relagio ao controle, testosterona 2x10-% ¢ 2x10-10M, 6° dia

** p < 0,01 em relagio A testosterona 2x 1073, 2x10-0 ¢ 2x10-8M
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Figura 15: Efeitos da testosterona sobre a proliferagio de células epiteliais de
prostata humana nfio transtormadas, em cultura primaria. As células foram
incubadas em meio controle e meio contendo testosterona nas concentragdes de
2x10°9, 2x10-0. 2x10-8, 2x10-9, 2x10-10 ¢ 2x10-11M. A proliferagido celular
for avaliada no 3° ¢ 6° dia de tratamento através da contagem do namero de
células (x104cels./ml). Cada coluna representa a meédia + EP (n=4).

a p<0,05 em relagdo a testosterona 2x10->, 2x10-0, 2x10-8 e 2x10-9M, 3°
dia

#* 5 < 0,01 em velagio ao controle, testosterona 2x1072, 2x10-0, 2x10-8 ¢
2x10-9M, 3° dia. S _

¥ p< 0,05 em relagiio a testosterona 2x1072_ 2x1070_ 2x10-Y ¢ 2x10-10M_ 6°
dia ,
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também apresentaram proliferagdo significativamente maior que o grupo
controle ¢ testosterona 2x10-3, 2x10-6, 2x10-8 ¢ 2x10-9 M ( p < 0,01). No 6°
dia de tratamento, o efeito proliferativo da testosterona na dose de 2x10-11 M
foi significativamente maior em relagio a testosterona 2x10-3, 2x10-6, 2x
10-9 e 2x10-10 M (p<0,05), o que confirma os resultados da analise de

proliferagdo obtidos através da avahiagéo do conteido de DNA.

Células estromais foram incubadas, em cultura secundaria, com meio
controle e meio contendo testosterona nas concentragdes de 2x10-3 a 2x10-10
M para a analise da agdo deste androgeno sobre a proliferagdo deste outro tipo
celular. A proliferago foi avaliada pela contagem do nimero de células, no 3°
e 6° dia de cultura. Conforme pode-se observar na figura 16, no 6° dia de
cultura, as células tratadas com testosterona na dose de 2x10-10 M
apresentaram proliferagdo signiﬁczitivamente maior em felagﬁo a testosterona
2x10-3 M (p < 0,01) e em relagio ao grupo controle e aos grupos tratados com
testosterona 2x10’6, 2x10-8 ¢ 2x10°9 M (p < 0,05). Estes resultados obtidéé
com a avali.ac;ﬁb da proliferagdo de células Lé’stromais ndo transformadas em
cultura secmdéxia confirmam o0s résultados obtidos com células epiteliais éﬁi

cultura primaria.

3.4 Agdes do Antiandrégeno Flutamida sobre a Proliferacio dé

Células Prostiticas Humanas Nio Transformadas em Cultura

Apos a andlise desses resultados, procuramos avaliar o envolvimento do
receptor de androgeno no mecanismo de proliferagdo das células estudadas,

utilizando-se o antiandrégeno flutamida (FLU), isolado ou associado a
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Figura 16: Efeitos da testosterona sobre a proliferagio de células estromais de
prostata humana nao transformadas, em cultura secundaria. As células
estromais foram incubadas em meio controle e meto contendo testosterona nas
concentragdes de 2x102 a 2x10-10M. A proliferagio celular foi avaliada no 3°
¢ 6° dia de tratamento através da contagem do nimero de células (x104
cels./ml). Cada coluna representa a média + EP (n=4).

¥ p<0,05 em relagio ao controle, testosterona 2x10-6, 2x10-8 ¢ 2 x10-9M,

6° dia ‘
% p < 0,01 em relagdo a testosterona 2x 10-5M. 6° dia

¢
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testosterona.

Na figura 17, estdo ilustrados os resultados obtidos quando células
epiteliais de prostata humana ndo transformadas foram cultivadas com meio
controle, meio contendo flutamida 100 M, ou testosterona nas doses de 2 x
1075, 2x10-6 e 2x10-11 M isoladas ou associadas a flutamida 106 M. A
proliferagéio celular foi avaliada pelo conteddo de DNA (ug/placa) no 3° e 6°
dia de cultura. No 3° dia, as células incubadas com testosterona 2x10-11 M
apresentaram um indice de prolifera¢do significativamente maior que o grupo
controle e o grupo tratado com testosterona 2x]}0“6 M (p < 0,05). Além disso, a
adigdo de ﬂutan‘lvi'_da 10-6 M ao meio contendo testosterona 2x10-11 M exercéﬁ
uma redugio signiﬁcativa da proliferagio celular (p<0,05) em comparagdo com
as c€lulas tratadés apenas com testosterona 2x’1‘0'H M. No 6° dia de cultura,
as células incubadas com testosterona 2x10-6 M associada a flutamida 10-6 M
apresentaram um indice de proliferagdo significativamente maior que aquelas
mcubadas com téstosterona 2x10°5; 2x1076 ¢ 2x10-11 M + Flutamida 10-6 M
(p < 0,05). | j'

O mesm(.)‘f" protocolo experimental descrito acima foi utilizado para
avaliar a proliferagio das células epiteliais prostaticas através da contagem Ao
numero de células, conforme mostrado na ﬁgura 18, onde as células incubadas
com testosterona 2x10-11 M apresentaram um indice de proliferaqﬁb
signiﬁcativamente‘ maior (p<0,01). que o grupo conmtrole, o grupo cor.n‘
flutamida 1solada e os grupos tratados‘com teétbsterona 2x10-9e 2x10-6 M ( p
< 0,01), no tei'céifo dia de tratamento. No 6° dia de tratamento, esta dose de
testosterona (2x10-11 M) também apresentou um indice de proliferagdo
signjﬁcaﬁvamenfé maior em relagdo a ﬂutamidak isolada e testosterona 2 xlOf6
M (p < 0,05) e, em relagdo a testosterona 2x10-3 M (p <0,01). Novamente, a’

associagio de flutamida 10-6 M com testosterona 2x10-11 M provocou uma
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Figural7: Efeitos da testosterona e do antiandrogeno flutamida sobre a
proliteragdio de células epiteliais de prostata humana nédo transformadas em
cultura primaria. As células foram incubadas’ em meio controle, meio com
flutammda (FLU), com testosterona 2x1075, 2x10°6 ¢ 2x10-1 1M e meio com
testosterona  2x1075. 2x10°0, 2x10-! lagsociada a Flutamida 10-6M. A
proliferagdo celular foi avaliada no 3° e 6° dia de cultura pelo conteddo de
DNA total (ug DNA/placa). Cada coluna representa a média + EP (n=4),

* p <0,05 em relagdo ao controle e testosterona 2x10-6M, 3° dia

a p <005 em relagio a testosterona 2x 1071 1M, 3° dia

b p < 0,05 em relagio a testosterona 2x10-5, 2x10-OM e testosterona 2x 1011
M + flutamida 10-0M, 6° dia
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Figural8: Efeitos da testosterona ¢ do antiandrogeno flutamida sobre a
proliferagio de células epiteliais prostaticas humanas nao transformadas em
cultura primaria. As células foram incubadas = em melo controle, meio com
Flutamida 10-0M , meio com Testosterona 2x 1073, 2x1070, 2x10-11M isolada
ou associada a flutamida 10-OM. A proliferagdo celular foi avaliada no 3° ¢ 6°
dia de cultura, através da contagem do nimero de células (x 104cels./ml). Cada
coluna representa a média + EP (n=4), :

** 1y < 0,01 em relagdo ao controle, flutamida, testosterona 2x10-3 e 2x1079, 3
° dia ' o

b p<0,05em relagio a testosterona 2x107"M. 3° dia '

a p<0,05emrelagdo a flutamida 10-6M e testosterona 2x1070M, 6° dia

aa p < 0,01 em relagfo a testosterona 2x1 0-5. 6° dia

bb p < 0,01 em relagdo a testosterona 2x1 0-3M, 6° dia

¢ p<0,01 em relagdio a testosterona 2x 10-11M, 3° e 6° dia
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redugdo significativa no nimero de células, nos dias 3 ¢ 6 de cu]tuta,
quando comparado com as células tratadas com testosterona 2x10-11 M
isolada (p<0,01). O grupo tratado com testosterona 2x10-5 M associado a
flutamida apresentou um indice de proliferagdo celular significativamente
maior que o grupo tratado apenas com testosterona 2x1073 M, no 3° dia de
tratamento (p < 0,05) e no 6° dia de tratamento ( p < 0,01).

A figura 19 ilustra os resultados obtidos quando células estromais foram
incubadas em cultura secundaria, em meio controle € meto contendo
testosterona nasqconcentraqc”)es de 2x10-3, 2x10°6, 2x10-10 ¢ 2x10-11 M
1solada ou assoéiada a flutamida 100 M. A pro]iferac;ﬁo celular foi avaliada
pela contagem ‘do numero de células no 3°"ek6° dia de cultura. As células
incubadas com testosterona na concentragio de 2x10-11. M apresentaram um
indice de proliferagdo celular significativamente maior (p<0,05) que aquelaé
incubadas com testosterona na concentragdo de 2x10-3 M, no 3° dia. No 6° dia
de cultura, este mesmo grupo (testosterona 2x10-11 M) apresentou um indice
de proliferagio signiﬁcativamente maior (p<0,01) em relagdo ao grupo control'e‘
€ aos grupos tratados com testosterona nas concentrag:oes de 2x10-5, 2x10- -6 e
2x10-10 M. O gmpo tratado com a associagdo testosterona 2x10‘” M e
flutamida 10-6 M ‘apresentou uma reducéo sq,mﬁcatlva (p<0,01) no namero de
células em comparagao ao grupo tratado apenas com testosterona 2x10-11 Mv
As células tratadas com testosterona 2x10-3¢ 2x10"6 M associada a flutamida
106 M, apresentaram um indice de proliferagéo significativamente maio‘rﬁ
(p<0,05) que as células incubadas com aé respectivas concentragdes de

testosterona isolada.
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Figura 19: Efeitos da testosterona ¢ do antiandrogeno flutamida sobre a
proliferagdo de células estromais prostaticas humanas ndo transformadas em
cultura secundaria. As células foram incubadas em meio controle e meio com
testosterona 2x1073, leO‘G, 110710 ¢ 2x 10- FIM isolada ou associada a
flutamida 1076 M. A proliferagiio celular foi avaliada no 3° ¢ 6° dia de cultura,
através da contagem do nimero de células (x104cels./ml). Cada coluna
representa a média + EP (n=4). L

¥ p < 0,05 em relagiio a testosterona 2510750, 3° dia

a P <0,05 em relagdo a testosterona 2x 10700, 3° dia

**p < 0,01 em relagio ao controle. testosterona 21072, 2x10°0 ¢ 2x10-1OM,
6° dia

b p <001 em relagdo 4 testosterona 2x10- 1M, 6° dia
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DISCUSSAQ

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de aprofundar o
conhecimento sobre a regulagdo hormonal da prostata, entre eles os estudos "in
vitro" como cultura de orgdos, de explantes, cultura de curto tempo, cultura de
células normais ou neoplasicas, humanas ou animais e, estudos "m vivo", com
a utilizagdo de prostata de ratos e de cies.

O modelo de cultura de células utilizado neste trabalho, a partir de
prostata humana proveniente de pacientes submetidos & prostatectomia por
HPB (Spritzer ¢ Poy, 1990), foi estabelecido a partir de modificagdes das
técnicas utilizadas por Cowan et al (1976) e Habib et al (1981), para obtengdo
de células prostaticas humanas em cultura, e por Malet e colaboradores (1988),
para o cultivo dé células de mama ﬁormal; este sistema’ de cultura de célulés
representa um modelo relativamente Simples ¢ adaptavel as condigdes do nossb
laboratério. Na -escolha deste modelo foi considerado também que as células
epiteliais cultivadas em monocamada, em cultufa primaria, e células estromai$
em cultura secundaria (uma passagem), estio mais proximas de seu padréo‘d'e‘
origem, além de possibilitar o estudo da agﬁo dos andrégenos nos tipés
celulares 1solados Outras técnicas de cultura tambem foram descritas para esse
tipo de células (Peehl e Stamey, 1984 ¢ 1986; Peehl 1992).

A prostata humana difere cons1deravelmente da prostata de roedores em

seu desenvolwmento embriologico, anatomia adulta e etiologia de doengas. No
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entanto, a prostata de rato tem sido amplamente utilizada para analises "in
vivo" do potencial bioldgico de agonistas e antagonistas androg€nicos e para
estudos do seu mecanismo de agfo. Este modelo tem algumas limitagdes. Para
estudos de agdes bioldgicas, € necessario grande numero de animais e
relativamente grandes quantidades do composto a ser estudado. Além disso, a
administragdo "in vivo" de um esterdide torna-o sujeito a alteragdes
metabolicas pelo figado ou outros orgdos, o que pode potenciar ou minimizar o
seu efeito, tornando dificil discernir os efeitos das modificagdes estruturais
especificas pela agdo de andrégenos (Shao, TC et al, 1986).

Além do ﬁomem, o cdo € a unica espécie que desenvolve uma formzi
espontinea de hiperplasia prostatica benigna ao longo dos anos. A hiperplasié
espontinea em cées difere em diversos aspectos da HPB humana. Enquanto a
HPB humana envolve aumento do estroma e epitélio, no cdo € observado
apenas um aumento nos elementos epiteliais . Caes com hiperplasia de préstata
desenvolvem sintomas de obstrugdo fecal em lugar da obstrugdo da uretra
observada em h&nens. Entretanto, apesar das diferengas, a prostata desseé
animais tem sido usada como modelo para estudos da hiperplasia prostatica
benigna humana (Siiteri ¢ Wilson,1970; Geller et al, 1976; Meikle et al,198'0;’f
Walsh et al, 1983; Gloyna et al, 1970; Peehl, 1992) |

A uﬁlizac;ﬁo de linhagens celulares provenientes de carcinoma de
prostata € um inodelo bastante utilizado atualmente para estudos dos’
mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos na patogénese deste tipo de
carcinoma (Launoit et al, 1991; Narayan e Dahiya, 1992). Até o moment(-),r
apenas 3 linhagens de carcinoma prostatico humano séo consideradas bem
caracterizadas pela avaliagdo da Colegéo Americana de Tipos Celulares pafé
Cultura (Rockvil}le, MD) (Horoszewics et al, ]983 Kaighn et al, 1979 e Stone

et al, 1978). Outras linhagens tém sido citadas na literatura, mas a maioria
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delas nfo ¢é capaz de se propagar em cultura e crescem somente quando
implantadas em camundongos (Okada et al, 1976; lizumi et al, 1989; Brothman
et al, 1989).

A dependéncia natural do tecido prostatico a androgenos € bem aceita,
mas o papel destes esteroides na HPB ndo esta bem estabelecido. Fatores que
afetam o crescimento do epitelio prostatico humano sdo dificets de serem
estudados "in vivo", principalmente pela composi¢io celular heterogénea da
prostata. Até o presente, a forma mais adequada para o estudo destes tecidos:é.
a técnica de 'cﬁltura. Procedimentos de cultura de orgdos tém sid;i
extensamente usados para analises do metabolismo de esterdides e seus efeitéé
na sintese de RNA ¢ DNA e para avaliar niimero de receptores de androgenos
ou proliferagéo éelular. Estudos de prolifera(;éo sdo mais factiveis em culturé
de células ndo transformadas, em monocamada ( Syms, et al 1982), também
podendo ser realizados com a utilizagdo de linhagens estabelecidas.

Também ¢ importante para os estudos de proliferagdo celular, além de
um sistema biolégico apropriado, o emprego de um método acurado para a
quantificagido do crescimento da cultura. Uma série de métodos de medida de
proliferagdo celular tém sido descritos em sistemas bioldgicos como contagem
de células, de nicleos, indice mitotico, sintese de DNA, area de crescimenfo
celular e outros. No presente trabalho, foi uti'liiado um método de contagem do
numero de células em cdmara de Neubauer, paralelamente & anélise de sintese
de DNA, para cofnparar, "in vitro", os ritmos de multiplicagdo destas células,
sob os diferentes tratamentos hormonais. Os dois métodos utilizados fomecer’nk
resultados comparaveis e tém sido comumente utilizados neste tipo de estudd
(Burton, 1956; Bolton ¢t al 1981; Wilding et éﬂ 1989; Sikes et al 1990; Levihe
etal 1992). | |
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Ao iniciar o trabalho, um primeiro aspecto foi o de estabelecer se as
células de pr()st‘é‘ta humana nio transformadas, mantidas em cultura, utilizadas
neste trabalho, poderiam representar um modelo apropriado para avaliar
modificagdes de respostas bioldgicas induzidas pela adigdo de hormdnios
exégenos. Conforme demonstrado pelas curvas de crescimento obtidas, estas
células permanecem viaveis para estudos de proliferagio durante o tempo
previsto como necessario, validando assim a utihizagdo do modelo experimental
descrito para o desenvolvimento destes estudos.

Segundo relatos descritos na literatu,ré,’ células normais mantidas em
cultura requerem alguma quantidade de proteina e fatores de crescimento  do
soro para sustentar a multiplicagdo e em células, onde tais necessidades ndo
estdo completamente caracterizadas, requerem grandes quantidades de sofb
total (Jacoby, 1979).

Como fo1 demonstrado neste trabalho,v diversas tentativas foram feiias
para a manuteﬁg:ﬁo de células prostaticas humanas em cultura com a menor
concentragdo possivel de soro no meio de cultura, considerando que era
Necessario um modelo onde as células se mantivessem vivas e multiplicando-se
em condi¢des Basais. As células prostaticas humanas néo transformadas,
estromais e epiteliais ndo mantiveram um nivel de crescimento adequado para
estudos de proliferagdo, quando incubadas em meio de cultura com
concentragdes de soro bovino fetal (SBF) inferiores a 5%. O soro adicionado
ao meio de cultura possui, além de pequena quantidade de esterdides, fatofés
de crescimento n?;o esterdides e nutrientes de baixo peso molecular necessérioé
para a manuten¢ﬁo da proliferagio celular. ProVav’e]mente, com 1% e 2,5%, a
quantidade desses fatores ndo esteréides tenha sido msuficiente para mantér
esta populagfio celular em cultura. Cabe também lembrar que nenhum outro

fator de crescimento foi adicionado ao meio de cultura além daqueles presentes
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no soro. Alguns trabalhos tém sido publicados mostrando que € possivel o
crescimento de células humanas normais, em meio livre de soro, uma vez que
sejam definidas as necessidades nutritivas destas células e supridas pelo
desenvolvimento de um meio definido, o qual contém todos os componentes
necessarios para manter o cresciniento do tipo celular a ser estudado (Tsao,
Walthall, ¢ Ham, 1982; Syms, 1982). Levine (1992) demonstrou que
fibroblastos derivados de prostata humana, quando incubados em condigdes
livres de soro, ndo apresentaram um bom indice de adesdio a placa de cultura,
sendo que apeﬁas 10% das células aderiram, enquanto que em meio
suplementado com 10% SBF fot obtida uma adesdo de 60% das células. Neste
trabalho, as células incubadas com 5% e 10% de SBF ndo apresentaram
diferenga significativa na proliferagdo celular, o que indica que as célulasv
epiteliais ou estromais de prostata humana, ndo transformadas, podem ser
mantidas nessas _Condigées experimentais com 5% de SBF. .r

A presen¢a de hormdénmios no soro adicionado ao meio de cultura
dificulta a demonstragiio dos efeitos hormonais especificos na proliferagio daé
células culﬁvadaé. Tentativas para resolver este problema tém incluido o uso de
soro tratado com carvio-dextrana ou meio sem soro. O soro tratado com
carvdo-dextrana tem sido usado em muitos estudos sobre a agdo de hormc“mibs
esterdides, ja que estes esteroides. sdo adson.os pelo carvdo-dextrana e
facilmente removidos do soro por centrifugagéo (Horwitz ¢ McGuire, 1978)/.'
No nosso modelo experimental, quando as células epiteliais de prostata
humana foram incubadas com meio contendo 5% de SBF total ou 5% de SBF
tratado com carvdo-dextrana, apenas no 2° dia de cultura o niimero de cé]ulaé
foi menor no meio contendo SBF tratado com carvio-dextrana. E possivel quév
tenha ocorrido uma lentificagfo micial na prolifég‘aqéo das células tratadas com:

adigio de 5% de SBF desteroidado. A partir do 4° dia de incubagdo, o nitmero
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de células foi muito semelhante nos dois meios de cultura, permanecendo até o
final do periodo de incubagéo, quando néo foi evidenciada nenhuma diferenga
significativa no nimero de células nestas condigdes entre os dois grupos. Isto
sugere que ndo sdo os esteroides os fatores contidos no soro, responséveis pela
boa aderéncia ¢ multiplicagdo destas células, mas sim fatores de crescimento
ou outros fatores ndo esterdides. A partir destes resultados, optamos por
utilizar a adi¢io de 5% SBF total ao meio de cultura como condigo controle.

Cabe salientar que a concentragdo de testosterona medida por
radioimunoensaio no soro total foi de 0,046 ng/ml (correspondendo a 1,6 x
10-13 M). Como utilizou-se somente 5% de soro, a concentragdo final de
testosterona adicionada ao meio de cultura através do soro foi de 0,8x]0‘14M,
um valor 1000 vezes menor que a menor dose de testosterona usada para 6s
estudos de proliiferacﬁo, o que indica que a pequena quantidade de esteréides
presentes no SBF total ndo exerceu influéncia significativa sobre os dados de
proliferagfio celular apresentados neste trabalho. A concentra¢do de T no soro
tratado com carvio-dextrana foi indetectavel. Observagdes semelhantes fordm
verificadas em Iinhagens celulares de carcinoma de mama humano em culttifa,
crescidas em theio contendo soro bovino fetal tratado com carvﬁo-dextrafia
(Brian e Lykkesfeldt, 1984).

E conhecido que os androgenos acionam o processo de crescimento em
seus tecidos alvo, mas o mecanismo de confrole deste crescimento n#o eété
esclarecido. Os andrégenos podem inﬂuenciqr diretamente a sintese de DNA,
bloquear a agdo de um inibidor constitutivo ;(Sonnenschein, Olea, Pasanem &
Soto, 1989), induzir a sintese de substincias mitogénicas e/ou regular- a
produgio de um inibidor induzivel. Os andrégénos podem também exercer seus
efeitos através da "up regulation" do nimero de receptores ‘de EGF  (

Schuurmans et al 1988; Wilding et al 1989) ¢ RNA,; de receptores de EGF, ou
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por inibigdo de um fator isolado (Sonnenschein et al 1989). No tecido
prostatico, os androgenos exercem um efeitoyproliferativo bem estabelecido em
condigdes de multiplicagdo acelerada, como por exemplo durante a vida fetal e
puberdade, ou em situagdes patologicas como cancer de prostata. No entanto,
durante a vida adulta tem sido postulado (Davies e Eaton 1991) que os
androgenos exerceriam um controle inibitéorio sobre os mecanismos
moleculares de proliferagdo celular. Assim, uma discreta redugdo dos niveis
intraprostaticos de androgenos e/ou um desequilibrio na relagdo
andrégeno/estrégeno, poderia levar a um "eséape" deste controle e aumento da
multiplicagdo céiu]ar. | |
Varios estudos tém abordado o crescimento anormal da prostata e os
mecanismos envolvidos. Os androgenos parecem manter um rigoroso controle
da homeostase’ desta glandula, modulando a funcionalidade do receptor, é
produgdo de fatores de crescimento e/ou iﬁduzindo substratos celulares em
resposta aos agentes regulatorios (Davies e Eaton 1991; Katz et al 1989). Mas
além disso, o técido prostatico responde a uma variedade de fatores esterdides
¢ ndo esteroides e produz uma grande quantidade de fatores de crescimento que
se combinam para criar um Otimo ambiente glandular regulatério ¢ manter o
equilibrio funcional da glandula. Um desequilibrio de fatores opostés
resultaria em HPB (Davies ¢ Eaton, 1991). |
No presente trabalho, quando células epiteliais e estromais ndo
transformadas de prostata humana foram cultivadas = em meio contendo
testosterona nasA‘ concentragdes de 2x10-6 ‘a‘ 2x10-8M, ndo foi observado
qualquer efeito deste horménio sobre a prolyiferagﬁo celular. A auséncia de
efeito proliferativo da testosterona sobre estas células, nas condigOes
experimentais descritas, pode estar relacionada ao tempo de tratamento qué'

pode ter sido insuficiente para a observagdo de respostas proliferativas "in
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vitro". Entretanto a manutengdo de células prostaticas ndo transformadas em
cultura primaria so ¢ possivel a curto prazo, pois estas células ndo sobrevivem
em cultura por longo tempo (Spritzer ¢ Poy, 1990). Por outro lado, outros
autores também observaram a auséncia de efeito de androgenos sobre células
prostaticas em diferentes condigdes experimentais. McKeehan et al (1984) ndo
conseguiram demonstrar o efeito de androgenos sobre a proliferagio celular,
quando células epiteliais de prostata de rato foram incubadas em cultura
primaria, em meio livie de soro, com 1uM de DHT ou }testosterona. Neste
mesmo estudo, os autores observaram que concentragdes de androgenos acifna
de 1uM foram inibitorias sobre a proliferagio celular (McKeehan, Adams e
Rosser, 1984) Outros estudos. igualmente nfo evidenciaram efeito da
testosterona ¢ DHT sobre o crescimento de células epiteliais prostatlcas em
culturas prlmanas e linhagens estabelecidas ( Boileau et al, 1978,; Orlow1sk1 et
al, 1983 e 1986; Schroder, 1971; Kaigh, 1979). Outros autores, utlhzando
cultura de orgdo, observaram auséncia de efeito de hormonios sobre 0
crescimento de tecido hiperplasico prostatico (Schrodt e Foreman, 1971;
McRae et al, 1973). Segundo McKeehan (1984), as dificuldades encontradéts
em obter alguma resposta "in vitro" podeln ser atribuidas a natureza ﬁﬁo
dependente de androgenos das células, ou a altas concentragdes (>1ug/ml) de
esteroides usados nos experimentos. Um outro fator que pode estar relacionado
a esta ausénci‘a de efeito proliferativo ¢ a utilizagdo de um androgeno menos
potente que a DHT, um metabolito 5a-reduzido da T, considerado o andrégeho
ativo no tecido prostatico. Existe c,ontrovérsi‘éva respeito de possiveis alterac}ﬁcs
no metabolismo intra-prostatico dos andrégenos ¢ eventual acimulo de um
destes metabolitos. Siiteri e Wilson (1970), em seus estudos sobré a
concentragio de‘ dihidrotestosterona (DHT) prostatica na HPB, utilizando uma

técnica de duplo isétopo para medir o conteido de androgenos teciduais,
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encontraram niveis de DHT significativamente maiores em HPB que em
prostata normal. Geller et al em 1976, comparando o metabolismo de
androgenos em HPB e prostata normal, através de cromatografia de camada
fina, observaram que nos tecidos hiperplasicos os niveis de DHT foram
significativamente maiores que em tecido normal. Meikle et al (1980),
analisando o conteado de DHT nuclear em tecido prostatico hiperplasico
humano, observaram igualmente que o conteudo de androgenos endogenos
quantificado por radioimunoensaio foi significativamente maior em tecido
hiperplasico que‘ em tecido normal. No eﬁtamo, Walsh et al, em 1983,
mostraram que o contetido de DHT do tecido prostatico hiperplasico humano
ndo ¢é supranoﬁnal_, ndo havendo diferenga entre o tecido normal e o
hiperplasico, de ‘acordo com andlises feitas por radioimunoensaio dos
esterdides pun'ﬁcados por cromatografia liquida. Gloina et al, em 1970',
analisaram o conteudo de DHT em prostatas irhaturas, maduras ¢ hiperplasicas
de ciées, pela técnica de duplo is6topo e observaram que o conteado de DHT é
cinco vezes maior em prostatas. hipexplésiéas que nas demais prostatas
estudadas. Quando o estroma e epitélio de prostata ventral de ratos foram
separados e incubados com H3-testosterona, foi observado que 80 a 90 % da
radioatividade retida, analisada por cromatografia de camada fina, estava
associada a células epiteliais. Orlowisk: et al (l1983), bem como Rubenstein et‘
al (1980) também estudaram a atividade dzis enzimas Sa redutase ¢ 3o-
hidroxisterdide desidrogenase em células epiteliais e - estromais de ratds
maduros € imaturos, em cultura de curto tempo,ﬁ observando que ocorreu uma
maior formagdo de metabolitos 5« reduzidos nas células epiteliais, tanto dé
ratos imaturos como de ratos adultos. |

Shannon e:‘Cunha (1983), em experimentos utilizando a localizagédo

autoradiogréﬁca( da ligagio de andrégenos durante o desenvolvimento da
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prostata de camundongo, mostraram que a H3-testosterona, na fase pré-natal,
era encontrada apenas no estroma, enquanto que no periodo pos-natal, era
encontrada tanto em células estromais como epiteliais. Na fase adulta, a
localizagdo de H3-testosterona era principalmente no epitélio.

Entretanto, outros trabalhos mostram efeitos da T ou DHT sobre o
tecido prostatico. Lasnitzki (1970) realizou estudos em cultura de explantes de
prostata, onde analises autoradiograficas confirmaram o efeito de androégenos
na captagdo de H3-timidina, mas nio identificaram claramente o tipo de células
que sao primaﬁamente responsivels aos androgenos. Syms et al (1982)
estudaram a pfoliferac;z”io de células prostaticas humanas, crescidas erﬁ
monocamada a ﬁartir de explantes de tecido hiperplasico, incubados em meio
199 suplementado com glutamina (100 pg/ml) e 8% SBF. Observaram que
tanto a testosterbna na concentragio de 10-"M como a DHT, nas 'concentrac;?)es
de 10-7 ¢ 10-3 M, estimularam a proliferagdo do epitélio prostatico humand.
A analise de proliferagdo foi realizada no 7° dia de cultura e baseou-se no
namero de célﬁlas em metafase ¢ na area de crescimento da monocamadé,
contadas com uma grade com quadrantes de 2mm.

Tambéni poderia ser considerado qué o efeito dos androgenos pode
ocorrer via algum fator circulante, entretanté, como sera descrito a seguir,
pequenas doses de testosterona exercem Vefeito estimulatério sobre a
proliferagio celuiar, o que invalida esta hipotese. |

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que uti]izando
pequenas doses dé androgenos ocorre uma resposta proliferativa positiva a esSé
hormoénio, sugerindo, como foi referido aﬁteriormente, que concentrag(”jéé
moderadas de éhdrégenos, neste caso a testoysterona, poderiam manter um
controle inibitério da proliferagdo celular no tecido nfo transformado. A adigﬁb

de doses moderadas de testosterona ao meio de incubagdo poderiam ter
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permitido um escape destes mecanismos regulatorios, desencadeando um
aumento da proliferagdo celular, o que caracteriza um mecanismo de agéo
bifasica da T sobre as células de prostata. Esta parece ser a primeira vez que
este tipo de efeito é descrito em células prostaticas ndo transformadas. Launoit
et al (1991) demonstraram uma agdo bifasica da DHT, trabalhando com a
linhagem celular LNCaP, ortunda de carcinoma de prostata metastatico.

Um outro aspecto considerado foi a possibilidade que este efeito
bifasico pudesse estar sendo mediado pela ligagdo de T a um outro receptor
que ndo o receptor de androgeno classico.

Buscando avaliar o envolvimento do receptor de andréogenos no
mecanismo de proliferagio destas células, analisamos o comportamento das
células epitcliais‘e estromais de prostata na presenca de testosterona isolada ou
associada a flutamida. A flutamida ¢ um antiandrégeno puro, ndo esteroidal,
que tem sido usado "in vitro" e "in vivo" para investigar o envolvimento do
receptor de androgenos nos mecanismos que desencadeiam as diferentes agdes
biologicas. Este composto inibe a ligagdo de DHT, o andrégeno ativo no
crescimento pros‘tético, ao seu receptor intracelular. Quando a flutamida (10-6
M) foi associada a testosterona e adicionada ao meio de cultura, o efeitb
proliferativo pfo.vocado pela menor dose de testosterona utilizada foi
significativamente inibido. A flutamida isolada nfio exercen nenhum efeito
proliferativo sobie estas células. Estes resultados estio de acordo com aqueles
obtidos por Labrie, onde ele demonstrou que utilizando flutamida isolada
nenhum efeito é :produzido sobre a prostata ventral de ratos, mas quando
associada a outros androgenos (DHEA, A%-diona, A%-diona mais DHEA;
testosterona ou testosterona mais Addiona mais DHEA) reverten o efeito
estimulatorio sobre o crescimento da préstafa causado por estes esteroides

(Labrie et al 1989). Chang, também em 1989, estudando o papel dos
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androgenos em cultura de células epiteliais e fibroblastos de linhagens
estabelecidas destas células, demonstrou que a 4-hidroxiflutamida pode
eficientemente antagonizar o efeito da dihidrotestosterona nestas células.

Em experimentos "in vivo", Fleshner et al (1992) utilizaram flutamida
10mg/kg e finasteride, um outro anti-antiandrogeno 0,15mg/kg por 7 dias em
ratos adultos, observando uma redugéio significativa no crescimento da prostata
ventral destes ratos.

Estes resultados sugerem que o efeito proliferativo desencadeado por
pequenas doses de testosterona sobre as células epiteliais € estromais de
prostata ndo tranéformadas deve estar ocorrendo via receptor de andrégenos.

Um dado interessante do presente trabalhb fo1 a resposta observada com
a adigdo de ﬂutémida a doses maiores de T. Nestas condigdes experimventais,
houve uma resp}osta semelhante aquela observada com pequenas doses de T
isolada. A flutamida, nesta situagdo, por competigio com o receptor de
androgeno, funcionou bloqueando parcialmente estes receptores, mimetizando
0 que ocorre com pequenas doses. de androgenos. Estes dados reforgam as
evidéncias de que os efeitos da T sobre a proliferagdo das células prostaticas,
neste trabalho, ocorram via receptor de andrégenosﬁ Dados semelhantes a estes
foram observados em cultura de células LNCaP.,‘ as quais possuem um receptor
de androgeno modificado(Wilding et al 1989) e, em cultura de ﬁbroblastbs
fetais humanos em meio livre de soro, apos seis dias de cultura, quando a
utilizagdo de OH-FLU 10-’M associada a DHT 10'7M, aumentou em 3 vezé;s
o niimero de células em relagdo ao controle (Levine et al 1992).

" Com base nos resultados apresentados neste trabalho, propde-se que em
células ndo transformadas os andrégenos exergam um controle inibitério sobre
a proliferagéo c‘eliular da prostata de individubs adultos normais e que um

desequilibrio, nas concentragdes fisiologicas destes esterdides e suas interagdes
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com os estrogenos, levaria a um escape dos mecanismos regulatorios com
aumento de proliferagdo celular. Esta hipotese ja foi sugerida por Launoit em
1971, utilizando linhagem de células carcinomatosas humanas. Por outro lado,
embora sejam bem conhecidos os efeitos " vivo" dos androgenos sobre a
multiplicagdo celular prostatica, as conclusdes de estudos "in vitro" sdo ainda
controversas.

O controle da proliferagdo de células prostiticas é um processo
complexo, envolvendo numerosas interagdes entre hormonios, fatores de
crescimento ¢ protooncogenes, que podem ser modificados de acordo com as
condi¢des experimentais utilizadas. |

Assim, a partir dos dados obtidos no presente trabalho, imp()e—se“ )
estudo mais aprofundado dos mecanismos moleculares envolvidos com a
regulagio hormonal da prostata, incluindo tanto o estudo de receptores de
esterdides sexuais quanto a expressdo do RNAy, de diversos fatores de
crescimento ¢ protooncogenes relacionados com  a proliferagdo ce]ulaf,

induzidos ou néo por horménios esterdides.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir
que:

1 - As células epiteliais prostaticas humanas ndo transformadas puderam
ser mantidas em cultura por 10 dias, utilizando-se como meio basico o meio
199 com adigdo de 5% de SBF. As células estromais permaneceram viaveis
ap6s um processo de repicagem, tendo sido capazes de crescer em cultura
secundaria com o mesmo meio de cultura das células epiteliais. Nas condigdes
experimentais utilizadas, os dois tipos celulares apresentaram-se com aspecto
morfologico caracteristico e com uma curva de proliferagdo celular
evidenciando crescimento durante o periodo de incubagdo. O padrdo
proliferativo das células estudadas ndo foi alterado com o uso de SBF
desteroidado, quando comparado com o meio contendo SBF nido tratado,
embora tenha sido observada uma tendéncia ao descolamento das células. |

2 - A testosterona adicionada ao meio basico nas concentra¢des de
2x1079 a 2x10-9 M ndo apresentou efeito proliferativo sobre as célulaé
epiteliais ou estromais, quando comparada com o padrdo proliferativo dé
células incubadas apenas com meio basico. Nas concentragdes de 2x10-10 ¢

2x10-11M a testosterona estimulou significativamente a proliferagdo das
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células epiteliais e estromais. Estes resultados sugerem um mecanismo bifasico
para a regulagdo hormonal das células prostaticas humanas, onde doses mais
elevadas de testosterona mantém o controle da proliferagdo em células
diferenciadas e concentragdes menores permitirtam o escape destes

mecanismos regulatorios.

3 - O antiandrogeno flutamida (10-6 M) associado as menores doses de
testosterona inibiu significativamente o efeito proliferativo induzido por este
androgeno tanto em células epiteliais como estromais, sugerindo que 0
mecanismo de ac¢do da testosterona nestas células ocorre via receptor de
andrégenos. Por outro lado, a associagdo de flutamida (10-6M) com a
testosterona em concentragdes maiores (2x10-3 e 2x10-0 M)‘ estimulou a
proliferagdo das;‘ células epitehiais e estromais, quando comparada com a
proliferagdo de células incubadas apenas com testosterona nas mesmas doses.
Estes dados indicam que a flutamida, nestas condigdes hormonais, agiu
bloqueando parciélmente os receptores de andrégenos, mimetizando os dados
obtidos com pequenas doses deste esteroide e reforgando as evidéncias que o s
efeitos da testosterona sobre a proliferag‘éo das células prosta’,ticaé,

apresentados neste trabalho, estdo relacionados com o receptor de andrégeno.
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