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" Viver é a coisa mais rara do mundo. A grande maioria das pessoas se preocupa

somente em existir."

Oscar Wilde
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RESUMO

Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) é uma condigdo patolégica que
acomete os homens na senescéncia e estd presente em 50% da populagédo
masculina, com cerca de 85 anos de idade. A glandula prostatica € alvo dos
horménios androgénicos que sao responsaveis pela diferenciagdo e crescimento do
epitélio e estroma prostaticos. Os mecanismos proliferativos da préstata envolvem
uma série de fatores que operam em conjunto para manter o equilibrio entre inibigao
el/ou proliferagédo celular. Este trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos
moleculares mediados por androgénio que possam estar envolvidos na proliferagao
de células epiteliais prostaticas humanas derivadas de HPB. As células foram
incubadas com diferentes concentragdes de dihidrotestosterona (DHT). Uma baixa
concentracdo de DHT (10" M) provocou um aumento significativo na proliferagdo
destas células. Para se verificar se o efeito proliferativo ocorre via receptor de
androgénio (AR), as células foram tratadas com o antiandrogénio hidroxiflutamida e
a proliferacao foi inibida. A expresséo do gene do AR foi avaliada por RT-PCR em
diferentes tempos de tratamento e concentragcoes de DHT. Os niveis de mRNA do
AR aumentaram significativamente nos grupos tratados com DHT.10"*Mem 3,4 e 6
horas de estimulo hormonal, sendo que um aumento marcante na expressdo do AR
foi observado em 4 horas de tratamento. Em relacéo as diferentes concentracdes de

DHT testadas no tempo de 4 horas (DHT.10% DHT.10™ e DHT.10™ M), a



expressdo do AR aumentou significativamente no grupo tratado com DHT.10"* M em
relagado ao grupo controle. Buscando averiguar o possivel papel de genes envolvidos
na proliferagao celular que podem ser modulados pela acdo androgénica, em células
epiteliais prostaticas, avaliou-se também por RT-PCR a expressao do p271 e do bcl-2.
A expressao génica do p21 foi verificada no intervalo de tempo de zero a 6 horas de
tratamento com DHT.10™"® M, n&o apresentando diferenca em seus niveis de mRNA
nos tempos avaliados. Quando as células foram incubadas durante 4 horas com
diferentes concentracdes de DHT, observou-se que a concentragdo mais alta (10
M) provocou um aumento significativo nos niveis de mRNA do p271 em relagdo ao
grupo tratado com DHT.10" M. O gene do bcl-2 teve sua expressdo avaliada no
mesmo intervalo de tempo do p271. Os niveis de mRNA do bcl-2 aumentaram
significativamente em 15 minutos de tratamento com DHT.10"® M em relacdo ao
tempo zero e aos grupos tratados por 1 e 4 horas. Os dados obtidos neste trabalho
indicam que baixas concentragdes de dihidrotestosterona estimulam a proliferacéao
das células epiteliais prostaticas derivadas de HPB, por uma via que parece envolver

a expressao do AR, do p271 e do bcl-2.



ABSTRACT

Benign Prostate Hiperplasia (BPH) is a common pathological condition in men
during senescence and is present in 50% of the masculine population over 85 years
of age. The prostate gland is target of the androgenic hormones responsible for the
differentiation and growth of the prostate epithelium and stroma. The proliferative
mechanisms of the prostate involve a series of factors that operate together to keep
the balance between inhibition and/or cellular proliferation. The aim of this work was
to investigate the molecular mechanisms mediated by androgen that can be involved
in the proliferation of human prostate epithelial cells from patients with HPB. The cells
had been incubated with different concentrations of dihidrotestosterone (DHT). A low
concentration of DHT (10" M) resulted in a significant increase in the proliferation of
these cells. To verify the proliferative effect of androgen receptor (AR), the cells were
treated with the anti-androgen hidroxiflutamide, and the proliferation was inhibited.
The expression of the AR gene was evaluated by RT-PCR, in different times of
treatment and concentrations of DHT. The levels of AR mRNA had increased
significantly in the groups treated with DHT 10™ M in 3, 4 and 6 hours of hormonal
stimulation. The greatest increase in the AR expression was observed in 4 hours of
treatment. In relation to the different concentrations of DHT tested in the time of 4
hours (DHT10® DHT 10" and DHT10™ M), the AR expression increased

significantly in the group treated with DHT 107> M in relation to the control group. The
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expressions of p21 and bcl-2 were also evaluated by RT-PCR. The genic expression
of p21 was verified at intervals of time from zero to 6 hours of treatment with DHT10"
13 M, and there was no difference in levels of mMRNA in the evaluated times. When
the cells were incubated during 4 hours with different concentrations of DHT, the
highest concentration (10® M) resulted in a significant increase in the levels of p21
mRNA in relation to the group treated with DHT 107" M. The bcl-2 gene had also its
expression evaluated in the same intervals of time. There was significant increase in
bcl-2 mRNA levels in 15 minutes of treatment with DHT 107 M in relation to time
zero and the groups treated for 1 and 4 hours. Data from this work indicate that low
concentrations of dihidrotestosterone stimulate the proliferation of the prostate
epithelial cells derived from HPB, in a way that seems involved of the AR, p21 and

bcl-2 expressions.
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1 INTRODUGAO

1.1 HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA

A glandula prostatica € um 6rgéo acessorio do sistema reprodutor masculino.
E constituida por um conjunto heterogéneo de epitélio, estroma fibromuscular e

tecido conjuntivo circunjacente (Krill et al., 1997, Coffey and Walsh,1990).

A glandula prostatica € conhecida por ser dependente de horménios
esterdides para seu desenvolvimento embrionario, crescimento puberal e
funcionalidade secretora. Com o passar da idade ocorre um novo estagio de
aumento da proliferacdo das células prostaticas caracterizando a patologia
conhecida como hiperplasia prostatica benigna (HPB). O tecido glandular envolvido
na génese da hiperplasia prostatica benigna esta localizado na zona de transigao
periuretral da prostata que encontra-se distribuida nos dois I6bulos prostaticos

(McNeal,1983).

Colombel e colaboradores analisando amostras de tecidos prostaticos
normais e HPB demonstraram uma maior taxa de proliferacdo celular na zona de
transicdo em tecido hiperplasico se comparado com as prostatas normais (Colombel

et al., 1998).
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Nos estagios iniciais da patologia, a zona de transicdo sofre um aumento
difuso com a presenca de nédulos microscépicos. No estagio seguinte os nédulos
microscopicos tornam-se macroscopicos alterando a anatomia original da glandula.
Por fim, o ultimo estagio da histogénese da HPB é o aparecimento de sintomas
clinicos como, por exemplo, a obstrucdo da uretra, como resultado do global

aumento da glandula (Oesterling, 1991).

Recentemente um estudo populacional e randomizado (MMAS:
Massachusetts Male Aging Study) verificou a prevaléncia de HPB clinica em 1709
homens com idade entre 40 e 70 anos, observando um aumento significativo da
HPB com o passar da idade. Homens de 40 a 49 anos apresentaram uma
prevaléncia de 8,4% e na faixa etaria de 60-70 anos de 33,5% (Meigs et al., 2001).
Em estudos anteriores ja havia sido observada a incidéncia de HPB microscopica
em 10% dos homens com uma média de idade de 30 anos, aumentando
consideravelmente aos 60 anos e atingindo uma prevaléncia de 90% aos 85 anos de
idade. A HPB macroscépica com sintomatologia clinica estava presente em 50% dos

homens com cerca de 85 anos de idade (Oesterling,1996).

O carcinoma de prostata (CaP) é a neoplasia mais comum e a segunda causa
de morte em homens na América do Norte (Lopes-Otin e Diamandis,1998). Em
1997, cerca de 41 mil norte-americanos morreram de CaP, sendo que o0 numero de
diagnosticos de CaP aumentou 30% nos ultimos 25 anos e estima-se que este
percentual dobre em 2030 (Ruijter,1999). Segundo as estimativas de incidéncia do
INCA (Instituto Nacional do Cancer) foram previstos para 2002 cerca de 25.600

novos casos de CaP no Brasil.
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A alta incidéncia destes disturbios proliferativos vem conduzindo a estudos
que buscam compreender tais anormalidades, como o estudo dos mecanismos

moleculares envolvidos na proliferagao e diferenciacao das células prostaticas.

1.2.MECANISMO DE AGAO DOS HORMONIOS ESTEROIDES

Os hormobnios esteréides produzem um amplo espectro de efeitos no

desenvolvimento das células de seus tecidos-alvos.

O modelo utilizado atualmente para descrever o mecanismo de agao destes
horménios foi descrito por Schuchard et al. em 1993, sendo aplicavel aos receptores
de androgénios, estrogénios, progesterona e glicocorticéides. Segundo este modelo
os esterdides atravessam a membrana celular ligando-se a receptores especificos
no interior da célula ativando-os. A ativagdao do receptor provoca alteragdes
conformacionais em sua estrutura que irdo permitir a ligagdo do complexo horménio-
receptor a sequéncias especificas do DNA, denominadas de elementos responsivos
aos esterdides (ERE). Estes elementos responsivos correspondem a sequéncias de
DNA de 15 a 20 pares de bases localizados anteriormente ao sitio de inicio da

transcricdo (upstream) do gene responsivo a esteroides.

Apds a ligagdo do complexo horménio-receptor ao ERE ¢é induzida a
transcricdo imediata dos chamados genes regulatérios precoces (early gens). A
resposta dos genes precoces ocorre em poucos minutos apos o estimulo esterdide.
Estes genes regulatérios transcrevem mRNA para proteinas regulatérias que, por

sua vez, entram no nucleo e regulam a transcricado de genes estruturais tardios (/ate
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gens). Esses genes estruturais codificam mRNA para as proteinas que irdo produzir

o determinado efeito bioldgico. A figura 1 ilustra este modelo.
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CITOPLASMA
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.ia \ Genes precoces
ERE DNA

Genes estmn‘y
/

; mRNA
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Proteinas

regulatérias Proteina Y
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Figura 1 — Mecanismo de acao de horménios esterdides

O hormonio esteroide (H) difunde-se para dentro da célula ligando-se a receptores
especificos (R) no nucleo da célula-alvo. O complexo hormdnio-receptor (HR) se liga
a elementos responsivos a hormoénios esterdides localizados na fita de DNA (ERE)
induzindo a transcricdo imediata dos genes precoces. A proteina produzida por
estes genes regula a transcricdo dos genes estruturais tardios cujos produtos
interferem no desenvolvimento celular (proteina X e proteina Y) (Schuchard et al.,
1993).
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1.3. AGAO DOS ANDROGENIOS NA PROSTATA

Os hormbnios androgénios sao considerados pré-requisito para o
desenvolvimento da glandula prostatica, sendo que a privagdo androgénica é a
terapia mais comumente usada para o tratamento de CaP e HPB (Daneshgari et al.,
1993). Os androgénios agem na morfogénese, diferenciacao e proliferacao celular e
também na producdo de secregdes da glandula prostatica. A regulagdo desses
processos requer a ativagcdo de genes responsivos e dependentes da ativagéo do

complexo androgénio-receptor (Lee et al., 1995).

Os androgénios sao responsaveis pela diferenciacédo e crescimento de ambos
epitélio e estroma prostaticos. No caso de CaP, agentes como inibidores da enzima
S5a-redutase, que converte testosterona em um composto mais ativo, a

dihidrotestosterona s&o usados como terapia (Altwein, 1998).

O efeito do androgénio na proliferagdo de células epiteliais prostaticas
humanas em cultura ja foi demonstrado em estudos in vitro, embora apresentando
resultados controversos. Observou-se um aumento da proliferagdo na linhagem
celular dependente de andrégeno, LNCaP, apoés o tratamento com
dihidrotestosterona (Long et al., 2000). Berthon e colaboradores ndo conseguiram
demonstrar o efeito proliferativo androgénico em células epiteliais prostaticas
normais, hiperplasicas e tumorais tratadas com diferentes concentragdes de DHT

(10" a 107" M)(Berthon et al., 1997).

No modelo de cultura primaria de células epiteliais prostaticas humanas

derivadas de HPB, utilizado pelo nosso grupo de trabalho foi demonstrado que
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baixas concentracbes de androgénio podem estimular a proliferacdo celular. A
administracdo de testosterona na concentragdo de 2.107° e 10" M aumentou a
proliferagdo destas células, assim como o uso de dihidrotestosterona 10™"*M também
foi capaz de estimular significativamente a proliferagao (Silva et al., 2001). Em
células epiteliais humanas derivadas de carcinoma de prostata, o tratamento com
dihidrotestosterona aumentou a proliferacdo celular apresentando um efeito
estimulatério maximo na concentragao de 1nM e 10nM (Planz et al., 2001). Krill e
colaboradores em 1999, utilizando cultura de células epiteliais derivadas de HPB,
nao conseguiram observar um aumento proliferativo nestas células tratadas com

dihidrotestosterona 10°M (Krill et al., 1999).

O efeito androgénico também foi observado em células prostaticas estromais
obtidas de tecido hiperplasico, nas quais a testosterona provocou um aumento na

proliferacao celular (Haynes et al., 2001).

1.4. RECEPTOR DE ANDROGENIOS (AR)

O receptor de androgénio € um fator de transcrigdo ligante-dependente que
regula genes em tecidos especificos envolvidos na proliferacédo e diferenciagao
celular. Pertence a superfamilia de receptores intracelulares que inclui o receptor de

estrogénio, glicocorticdide e progesterona, dentre outros (Tsai and O'Malley, 1994).

O gene do AR humano esta localizado no cromossomo X na posigao Xq11-12
de aproximadamente 90kb de comprimento. O gene é composto por 8 exons que

codificam 3 dominios funcionais: um dominio de ligagdo ao androgénio, um dominio
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de ligacdo ao DNA e um dominio de transativagdo. A regiao de Hinge entre o
dominio de ligagdo com o horménio e o dominio de ligagdo ao DNA contém um sinal
de localizagao nuclear que facilita a translocacdo do complexo horménio-receptor

para dentro do nucleo (Zhou, 1994).

O dominio de ligagao com o hormdnio compreende parte do exon 4, e exons
5 a 8, terminando na extremidade carboxi terminal do receptor. Esta regiao € a
porcdo do receptor mais bem conservada entre a familia dos receptores de
horménios esterdides. Embora o AR possa se ligar a testosterona e
dihidrotestosterona (DHT) o receptor tem maior afinidade pela DHT formando um
complexo mais estavel. O dominio de ligacdo com a fita de DNA compreende os
exons 2 e 3, localizados entre o dominio de transativagcdo e o dominio de ligagao
com o androgénio. Finalmente, temos o dominio de transativacdo que é codificado
por um unico exon e ocupa a extremidade amino terminal do receptor ,sendo a
regido mais variavel entre os receptores esterdides. Essa regidao interage com
proteinas acessorias que regulam a especificidade e expressdo dos genes alvos

(Cude, et al., 1999).

Estudos in vivo utilizando préstata ventral de ratos mostraram que a
expressdo do AR é auto-regulada pelo nivel de androgénios circulantes. A
expressdo do AR mostrou-se aumentada em situagbes de privagao androgénica,
enquanto que a administragdo do horménio diminuiu a expressao do mesmo (Kumar

et al.,1997; Bonkhoff, 1996).

A expressao génica do AR pode ser regulada em multiplos niveis por

mecanismos transcricionais, pos-trasncricionais e pos-traducionais (Kallio,1996).
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A expressao do receptor de androgénio tem sido avaliada em experimentos
com cultura de células prostaticas. Células epiteliais imortalizadas derivadas de HPB
foram tratadas com o antiandrogénio acetato de ciproterona, que inibiu o efeito

mitdégeno da DHT (Blanchere et al., 1998).

A localizagdo e a ativacdo do AR dependente de androgénio, também foi
estudada por Westernblot na linhagem de células prostaticas (LNCaP). Antes do
tratamento estas células exibiam uma maior quantidade de AR no citoplasma, apés
2 horas de tratamento com o androgénio sintético R1881 na concentracdo de 10nM,
ocorreu uma translocagcao desse AR para o nucleo indicando ativagao, ou seja, a

presenca de um AR funcional (Wang et al., 2001).

Em cultura de células estromais tratadas com diferentes concentragdes de
DHT e medindo os niveis de mRNA do AR através da técnica de PCR em tempo real
(Real Time PCR), foi demonstrado que houve uma redugao de 50% da expressao do
AR nas células que receberam DHT na concentracédo de 10®M, enquanto ndo houve
diferencas significativas em células tratadas com DHT 10"° e 10" M (Nakano et al.,

1999).

A atividade transcricional do AR pela técnica do gene da Luciferase foi
analisada em linhagens imortalizadas de células epiteliais prostaticas (PNT1A) e
tumorais (DU-145). A presenca do androgénio sintético R1881 na concentragao de
10 M aumentou significativamente a atividade do AR nas células PNT1A, enquanto
teve pouco efeito nas células DU-145. A adi¢cdo do antiandrogénio hidroxiflutamida
foi capaz de provocar um decréscimo significativo na atividade do AR em células

PNT1A (Avanceés et al.,2001).
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Planz e colaboradores demonstraram a expressdo do AR em cultura de
células epiteliais prostaticas derivadas de pacientes com carcinoma de proéstata,
através da técnica de RT-PCR. Neste mesmo estudo, observou-se que o tratamento
destas células com o fator de crescimento de queratinécito (KGF) resultou num

aumento dos niveis de mMRNA do AR e do receptor para KGF (Planz, 2001).

Estudos mais antigos ja haviam sugerido que fatores de crescimento como
IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina 1), KGF e EGF (fator de
crescimento epidérmico) podem ativar o AR na auséncia de androgénios em
linhagens celulares de carcinoma prostatico (Culig et al., 1996). Nakano e
colaboradores utilizaram o fator de crescimento FGF-10, que é secretado pelas
células estromais da prostata, para estimular células prostaticas epiteliais. Este
trabalho demonstrou que FGF-10 aumenta a atividade mitogénica dessas células,
reforcando a idéia de um mecanismo de regulagao paracrina entre estes dois tipos

celulares no desenvolvimento da préstata (Nakano et al.,1999).

Um outro estudo mostrou que o fator de crescimento IGF-lIl aumenta a
expressdo do AR em linhagens como LNCaP e U20S, mas ndo em células

estromais derivadas de HPB (Gnanapragasam et al., 2000).

1.5 O CICLO CELULAR

A regulagao do ciclo celular é crucial para a célula determinar se ira proliferar,
se diferenciar ou sofrer apoptose. O ciclo celular € controlado por varios genes e por

proteinas reguladoras chamadas de quinases dependentes de ciclinas (CDKs) onde
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sua funcdo depende da associagdo com ciclinas especificas que ativam a
subunidade catalitica das CDKs proporcionando a sua fosforilacdo e desfosforilagao.
Diferentes ciclinas sdo associadas com diferentes etapas através do ciclo, por
exemplo, quando células quiescentes entram no ciclo, as ciclinas tipo D sao
induzidas para a célula progredir através da fase G1, enquanto a ciclina E é ativa no
final da fase G1 e inicio da fase S e a ciclina B é ativa na fase de divisao M (Sherr,

1994).

Fatores positivos para a progressdo do ciclo celular incluem os fatores de
crescimento, fatores de transcrigdo, ciclinas e CDKs, enquanto que os fatores
negativos sédo as proteinas supressoras de tumor como o p53 e Rb (retinoblastoma)
e os inibidores de CDKs (figura 2). Os inibidores de quinases dependentes de
ciclinas (CDKIls) encontram-se distribuidos em 2 classes de acordo com sua
similaridade estrutural e fungdo. A primeira classe conhecida como INK4 (inibidores
de CDK4) compreende o p16, p15, p18 e p19, este genes sao conhecidos por sua
habilidade em inibir especificamente a subunidade catalitica de CDK4 e CDK®6. Do
outro lado estdo reunidos o p21, p27 e pb57 que sao capazes de inibir todos os
subtipos de CDKs, estando envolvidos no desenvolvimento e diferenciacdo celular
(Sherr e Roberts, 1999). A fungdo mais conhecida das quinases dependentes de
ciclinas tipo D que permitem a progressao da fase de intervalo G1 para a fase S de
sintese de DNA no ciclo celular de mamiferos é a fosforilagdo da proteina Rb (pRb)
que libera fatores de transcricdo (E2F) para induzir a produgédo de genes requeridos

na sintese de DNA (Kaelin, 1999; Weinberg, 1995).
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Figura 2 — Ciclo celular

Representagdo esquematica do ciclo celular indicando o envolvimento das ciclinas,
complexos CDK4 e CDK6 na progressao através da fase G1, e a influéncia do p21
que pode ser modulado por estimulos externos como niveis de androgénios, fatores
de crescimento e o gene p53 (adaptado de Rivoire et al., 2001).
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1.6 APOPTOSE

Apoptose pode ser definida como o mecanismo molecular responsavel pela
morte celular em células eucariéticas. E primariamente responsavel pela eliminacéo
programada das células que acompanham o desenvolvimento embrionario e

regulacdo do tamanho de érgaos na vida adulta (Ralf, 1992).

A apoptose tem um papel critico na regulacdo da dinamica tecidual, sendo
que processos moleculares estao envolvidos neste controle de "suicidio" celular. Em
um individuo adulto normal, o equilibrio do crescimento prostatico ¢ mantido
primariamente pelos androgénios, visto ser bem descrito na literatura que o processo
de castracao induz a um decréscimo na proliferagao celular e um aumento na morte

celular, resultando na involugdo da glandula.

Embora a apoptose tenha sido vista como um processo geneticamente
regulado, pois, requer a expressdo e subsequente agao de produtos de genes e
correguladores, ela pode ser disparada por agentes externos em cultura de células
como: radiagao fisica, toxinas e fatores de crescimento negativo. Numerosos fatores
foram identificados por estarem implicados na regulagao e modulagao da apoptose,
dentre eles estdo os genes supressores de tumor como o p53, a familia bcl-2, os
protoncogenes c-myc e c-jun, outros genes como ras, Rb, Waf1, fatores de
crescimento como TGF-f (fator de crescimento transformante ), EGFe IGF-1,
transdutores de sinal intracelular como a proteina quinase C, Ras e GTPase,

hormonios e outros inumeros fatores (Tang and Porter,1997).
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Muitas moléculas tém sido caracterizadas em seu papel na apoptose no
modelo de proéstata ventral de ratos, como os produtos dos genes c-fos, c-myc, p53,

bcl-2, fas e caspases (Buttyan et al.,1999).

Na ultima década varios estudos buscaram investigar a taxa de proliferagao
celular em diferentes subpopulagdes de prostata humana benigna e sua relagdo com
a desenvolvimento de HPB. A HPB pode ser caracterizada por um desequilibrio
entre a taxa de proliferacdo e morte celular, isto €, ou um aumento na atividade

proliferativa, ou um decréscimo na morte celular.

Kyprianou e colaboradores demonstraram que o indice apoptotico de células
epiteliais foi maior em tecidos normais do que em tecidos com HPB. Este mesmo
estudo demonstrou a presenga de uma proteina anti-apoptotica, a Bcl-2,que estava
aumentada em tecidos HPB (Kyprianou et al., 1996). Colombel et al. em 1998
também demonstraram a presenga dessa proteina em amostras de tecido prostatico

hiperplasico (Colombel et al., 1998).

1.7 bcl-2

O bcl-2 foi primeiramente identificado como um protooncogene em linfoma de
células B (Tsujimoto et al.,1985). Os protooncogenes sao genes celulares normais,
conhecidos como genes regulatérios precoces, cuja ativagdo ocorre em alguns
minutos até uma hora apds o estimulo e apresentam papel fundamental nos eventos
que conduzem a proliferacdo e diferenciacdo celular. A expressdao dos

protooncogenes c-myc, c-fos, c-jun e c-myb é alterada em resposta a estimulos
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como fatores de crescimento, horménios peptidicos e esterdides (Schuchard et al.,
1993). O gene do bcl-2 € composto por 3 exons estando localizado no cromossomo
18921 (Hesketh, 1995). Alguns genes que apresentam sequéncias similares ao bcl-2
sao: bcl-x, mcl-1 e ced9. A caracteristica peculiar do bcl-2 € que ele pode promover
a viabilidade celular sem promover a proliferacdo celular em contraste com muitos
genes cuja fungao é estimular a proliferagdo. A primeira indicacdo do efeito deste
gene na viabilidade celular veio de estudos de linhagens de células hematopoiéticas
que sofrem apoptose quando sao privadas de fatores de crescimento e tem a morte

celular abolida quando sao transfectadas com bcl-2 (Hockenbery et al.,1990).

Varios estudos tém identificado a expressdo deste gene nos mais variados
tecidos como em carcinomas de colon, pulmao, préstata, mama, tiredide e cavidade
oral (Sinicrope et al., 1995, lkegaki, et al.,1994, Krajewska et al.,1996, Kapucuoglu et
al., 1997, Manetto, 1997, Chen et al.,2000). Comparando-se a expressao do bcl-2
em neoplasia prostatica intraepitelial de alto grau (HGPIN), epitélio prostatico
benigno (BP) e cancer de préstata, Jonhnson observou um maior percentual do
produto deste gene em HGPIN se comparado com outras amostras de cancer

(Jonhnson et al., 1998).

Estudos em carcinoma de préstata demonstraram a expressao do bcl-2
associada ao receptor de androgénios (Tsuji et al., 1998, Bonkoff et al.,1998).
Baretton analisou CaP de pacientes antes de receberem a terapia de privagao
androgénica e apoés a terapia. Este trabalho demostrou a presenga de AR em todas
as amostras, além de verificar um aumento significativo na presenca de bcl-2 das

amostras de pacientes que se submeteram a privagdo androgénica (Baretton,1999).
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Um outro estudo reforgcou a fungdo anti-apoptotética do bcl-2 e seu papel na

resisténcia a privagao androgénica (Kajiwara, et al., 1999).

Em uma linhagem de células epiteliais prostaticas dependente de androgénio
(HPr-1AR) observou-se uma diminuicdo na expressao de c-myc e bcl-2 apés o
tratamento com o androgénio sintético mibolerone, enquanto a expressao dos
inibidores de quinase p21 e p27 aumentou (Ling et al., 2001). Utlilizando técnicas de
imunohistoquimica em tecido prostatico, Kélar obteve resultados indicadores de que
a expressao do p21 pode ser modulada pelo AR e pelo bcl-2, fato este relevante na

progressao tumoral (Kélar et al., 2000).

O modelo de prostata ventral de ratos € muito estudado como um modelo in
vivo das alteracbes sofridas pela glandula em relagdo ao nivel de androgénios
circulantes. A castragao de ratos jovens induziu apoptose e diminuiu drasticamente a
expressao de bcl-2 no I6bulo ventral da glandula na primeira avaliagido posterior a
castracdo, mas voltou a ser positivamente regulada apds 7 dias de castragao

(Banerjee et al.,2002).

1.8 p21

O gene p21, um inibidor de quinases dependente de ciclinas, também
conhecido como WAF1 ou CIP1 codifica uma proteina que provoca a parada do ciclo
celular na fase G1. Sua expressdo € ativada por sinais fisioldgicos como em
presenca de dano na fita de DNA, privacédo de soro ou inibicdo por contato. Tem- se

demonstrado que o p217 é alvo do gene supressor de tumor p53 na sua forma normal
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permitindo a parada do ciclo também na fase G1 (Macleod et al.,1995;Li et al.,1994;
Waga et al.,1994). Entretanto também foi demonstrado que o p271 pode ser induzido
independentemente do p53, por outros fatores, como o TGFpB, que € um fator de

crescimento com efeito inibitorio na proliferacao celular (Cox et al., 1997).

A expressdao do p21 foi demonstrada em prostata de ratos (Chang, et
al.,1999) e em varias linhagens celulares humanas como de fibroblastos pulmonares
normais (WI38), carcinoma ovariano (SkOV3), cancer de mama (SkBr3) e cancer de

préostata (LNCaP) (Mitchell e El-Deiry,1999).

A expressédo do p217 também foi demonstrada em cultura de células
prostaticas derivadas de hiperplasia prostatica benigna. O tratamento destas células
com TGFB na concentragdo de 5ng/ml durante 4 dias provocou um aumento
significativo na expressdao do p27 avaliada por RT-PCR. Da mesma forma
encontrou-se um aumento nos niveis da proteina codificada por este gene (Robson

et al., 1999).

Schwarze e colaboradores utilizaram linhagens de células epiteliais
prostaticas (HPEC) para demonstrar o papel dos inibidores de quinase dependente
de ciclinas durante as fases de proliferacdo, pré-senescéncia e senescéncia
terminal. Através da técnica de Westernblot foram analisadas a expressao de varias
proteinas envolvidas na regulagdo do ciclo celular: Rb, ciclina D1, p27, p19, p16,
p57, p53, p21 e p15. Observou-se um decréscimo nos niveis de pRb, ciclina D1,
p19, ao contrario do p53, p21 e p15 que estavam aumentados no periodo de pré-
senescéncia, sugerindo o envolvimento destes na senescéncia celular (Schwarze et

al., 2001).
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Para verificar e efeito androgénico no ciclo celular, Lu et al. demonstraram
que o p21 é alvo direto da agao androgénica em linhagens tumorais de células
epiteliais prostaticas (LNCaP). Nesse trabalho, a administracdo do agonista
androgénico (R1881) na concentracdo de 10° M provocou um aumento nos niveis
de mRNA do p21 apds 2 horas de estimulo hormonal, permanecendo por 48 horas,
entretanto ndo se detectou a presenga de p271 na linhagem independente de
androgénio PC-3. Experimentos de cotransfec¢do indicaram a presenca de em
elemento responsivo ao androgénio (ERA) no fragmento promotor do p271 (Lu et

al.,1999; Lu et al.,2000).

O aumento da expressao do p27 também foi encontrado nas células
imortalizadas HPr-1AR responsivas ao androgénio. O nivel dessa proteina aumentou
substancialmente apds 24 horas de estimulo androgénico, em contrapartida, nas
células HPr-1 nao responsivas ao androgénio, a expressao dessa proteina também
aumentou (Ling et al.,2001). Contrariando estes resultados, um outro grupo de
pesquisa demonstrou que o tratamento androgénico (10nM) em células LNCaP

aumentou os niveis do AR, mas diminuiu a expressao do p21 (Wang et al.,2001).

O envolvimento conjunto do AR, bcl-2 e p21 no mecanismo proliferativo das
células epiteliais prostaticas humanas induzido por androgénio tem sido avaliado em
trabalhos recentes, mas os resultados obtidos sao controversos o que demonstra
que o conhecimento adquirido € muito pequeno, principalmente no que diz respeito
aos mecanismos moleculares envolvidos no controle da proliferacao e diferenciagao
celular. Portanto, € necessario um numero maior de estudos que avaliem a

expressdo destes genes no desenvolvimento das patologias prostaticas,
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especialmente em células ainda nao transformadas, como é o caso da HPB. Desta
forma poderemos conhecer melhor a fisiologia da glandula prostatica e buscar

entender os mecanismos moleculares que levam a alteragdes proliferativas desta

glandula em diferentes fases da vida.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as acdes da dihidrotestosterona sobre a proliferacdo celular e

expressdo génica do AR, bcl-2 e p21 em células prostaticas humanas néo

transformadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os efeitos de diferentes concentracdes de dihidrotestosterona sobre a
proliferacdo celular no modelo de cultura de células epiteliais prostaticas

humanas.

Verificar se as células epiteliais prostaticas expressam o bcl-2 e o p21 nesse

modelo de cultura.

Avaliar os niveis de mMRNA do AR, bcl-2 e p21 nas células epiteliais prostaticas

em diferentes tempos de estimulo androgénico.

Verificar se os niveis de mMRNA do AR e do p21 sao alterados pelo tratamento

com diferentes concentracdes de dihidrotestosterona.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Ensaio Experimental

3.2 ESTUDO DA PROLIFERAGAO CELULAR

3.2.1 Procedimentos para obtengcao de cultura de células epiteliais prostaticas

humanas

O tecido prostatico foi obtido de 29 pacientes masculinos com idade média de
65 anos, submetidos a prostatectomia aberta por diagnostico de hiperplasia benigna
da prostata (HBP). Na sala de cirurgia a peca era separada, parte para o exame
anatomo-patoldgico e o restante dividido em fragmentos de + 1,5 cm®, os quais eram
acondicionados em frasco estéril contendo solugao salina com sais de Hank's (Gibco
BRL Grand Island, N.Y, USA) e kanamicina 0,5mg/ml (Sigma Chem Co, St Louis,
MO,USA), e imediatamente transportados ao laboratorio acondicionados em baixa

temperatura.

No laboratério, em capela de fluxo laminar, realizava-se uma dissecgao
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,
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transferido para um frasco de vidro pesado previamente e determinado o peso do
tecido. Apos a pesagem, adicionava-se a este frasco solugdo de Hank's e o tecido

era armazenado a 4°C por 12 a 24 horas para posterior dissociagao.

Apos a fragmentacdo o tecido era submetido a dissociagdo enzimatica
durante 3 horas a 37°C. O meio de dissociacao era preparado com solugao de
Hank's e a enzima colagenase tipo IA (Sigma Chem Co. St Louis, MO, USA) (7,5mg/
g de tecido). O volume total de meio de dissociagao foi calculado em fungao do peso
do tecido a ser digerido, mantendo-se uma relagdo de 50ml de meio para cada 20g
de tecido. O processo de dissociagcao foi realizado em Erlenmeyer especial para

digestao enzimatica, estando sob constante agitagao.

Apos a dissociagao enzimatica, a acdo da colagenase era inibida pela adigéo
de igual volume de solugao de Hank's. Esta suspenséo celular era vertida em filtros
de nylon de 250 e 150 micra (Polylabo, Strasbourg, France) para reter porgcbes de
tecido nao digeridas. O filtrado era centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos, e o
precipitado ressuspendido em solucdo de Hank's. As células epiteliais eram
separadas das células estromais em filtro de nylon de 60 micra (Polylabo
Strasbourg, France), ficando retidas no filtro as células epiteliais. O filtro contendo as
células epiteliais era lavado em solucdo de Hank's duas vezes e esta solugao
centrifugada novamente durante 10 minutos a 1500 rpm. Na etapa final o precipitado
era ressuspendido em meio de cultura 199 (Gibco BRL Grand Island, N.Y,USA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco BRL Grand lIsland,

N.Y,USA) para ser semeado em placas de cultura. O filtrado contendo as células
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estromais foi utilizado para outros experimentos de estudos de proliferagdo que nao

fazem parte deste trabalho.

As células epiteliais em suspensdao, antes do plaqueamento, foram
submetidas a um teste de viabilidade. Eram coradas com azul de Tripan e contadas
em hemocitbmetro. Em seguida, eram distribuidas em placas de plastico estéreis do
tipo multiwell (Nunclon, Nalge Nunc Intern., Denmark) numa concentragdo de 2x10*
células/ml para a técnica de proliferacdo e/ou em placas de cultura de 35mm
(Nunclon, Nalge Nunc Intern., Denmark) numa concentragdo de 1x10° células/ml
para a técnica de extragdo de RNA. As células eram incubadas em estufa (NuAire

Inc., Minesota, USA) a 37°C com atmosfera umida e adigao automatica de 3% CO..

3.2.2 Manutengao das células em cultura

As células em cultura eram observadas a cada 48 horas em microscépio
invertido (Carl Zeiss Jena, Germany), antes de ser efetuada a troca de meio de
incubacgao. A primeira troca do meio de cultura das células epiteliais era realizada 48
horas apds a semeadura para facilitar a adesado das células nas placas, sendo este
considerado o dia zero. Apds este periodo de aderéncia e equilibrio, as células eram
mantidas em meio de cultura suplementado com SBF e tratadas de acordo com o

protocolo experimental.
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3.2.3 Avaliagao da proliferagao celular

A proliferagado celular foi avaliada pela técnica do MTT (dimettylthiazol-
diphenyiltetrazolium bromide) (Untergasserr et al.,1999; Kyle et al 1997) adaptada
para nosso modelo de cultura. As células foram plaqueadas em pacas multiwell de
24 pocos numa densidade de 2.10* células/ ml de meio de cultura sendo incubadas

inicialmente com 300ul de meio 199 com 10% SBF, apds 24 horas o volume do meio

era completado para 500pl.

No dia zero, quando se efetua a primeira troca de meio as placas eram
divididas em grupos: T"0" (sem troca de meio), controle suplementado com 5% de
SBF desteroidado e tratado com diferentes concentragdes de androgénio, sendo

avaliadas no 3° e 6° dia de cultura.

Nos dias de avaliagao era retirado 50ul do meio de cultura e adicionado 50yl
de uma solugdo de 5mg/ml de MTT (Sigma Chem. Co. St Louis, MO, USA) diluido
em PBS (salina tampé&o fosfato) com pH de 7,2 e incubava-se por 4 horas a 37°C. O
MTT é um sal tetrazolium reduzido a formazan pelo sistema mitocondrial succinato-
tetrazoluim redutase. A proliferacdo das células resulta em uma aumento da
atividade do sistema mitocondrial que conduz a um aumento na quantidade de
formazan formado. A coloracdo produzida nessa reacdo € medida por densidade

Optica sendo diretamente proporcional ao numero de células viaveis na placa.

Apos as 4 horas de incubagao aspira-se todo o meio da placa ficando o

formazam retido no fundo da placa. Adiciona-se 100ul de DMSO (dimetyl sulfoxide)
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por poco, transfere-se este volume para placas de 96 pogcos e mede-se a densidade

Optica em uma leitora de ELISA no comprimento de onda de 540 nm.

3.3 AVALIAGAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-PCR

Os niveis de mRNA do AR, bcl-2 e p21 foram avaliadas indiretamente, pela
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir da transcricao reversa
(RT), ou simplesmente RT-PCR. O principio desta técnica é a sintese de um DNA
complementar ao mRNA (cDNA), cujos fragmentos especificos homodlogos a
sequéncia do mRNA que codifica cada proteina em estudo podem ser amplificados

por PCR e semi-quantificados (Rappole et al., 1988).

3.3.1 Extracao do RNA

As células foram cultivadas em placas de 35 mm, sendo inicialmente
incubadas com 1ml de meio de cultura suplementado com 10%SBF. Apds 24 horas
o volume era completado para 2ml. As células eram mantidas por cerca de 4 dias
em cultura. No dia da extracdo do RNA as placas foram dividas em grupos T"0",

controle com 5% de SBF desteroidado e tratados com androgénio.

Antes de receberem os tratamentos as células eram privadas de SBF por 4
horas para entrarem num estagio quiescente. Apds as células receberem as
diferentes condigdes de tratamento, eram lavadas duas vezes com 1ml de PBS e

lisadas diretamente nas placas com solugao de fenol e isotiocianato de guanidina
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(Trizol, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) usando 1ml de trizol/10cm?. O método de
extracdo de RNA total pelo trizol € uma adaptagcdo do método original descrito por
Chomczynski e Sacchi (1987). A solugao contendo o lisado de células era transferida
para tubos de microcentrifuga e incubada por 5 minutos a 15-30°C. Eram
adicionados 0,2ml de cloroformio por ml de trizol e as amostras agitadas
vigorosamente por 15 segundos. A seguir, eram incubadas por 2-3 minutos a 15-
30°C e centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. A amostra era separada
em fase organica (fenol-cloroférmio), interface e fase aquosa contendo o RNA. A
fase aquosa era transferida para tubos novos e identificados, onde o RNA foi
precipitado com a adicao de alcool isopropilico (0,5ml/ml de trizol). As amostras
eram armazenadas a -20°C por 24 horas ou incubadas a 15-30°C por 10 minutos e
centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado era lavado com
etanol 75%, adicionando 1ml de etanol/ml de trizol. As amostras foram agitadas no
vortex e centrifugadas a 7500 rpm, 5 minutos a 4°C. O sobrenadante era vertido e o0
precipitado seco a temperatura ambiente por 10 minutos. O RNA era dissolvido em
agua ultra pura tratada com DEPC (diethylpyrocarbonate) e incubado por 10 minutos
a 60°C. Apos este procedimento o RNA era quantificado e as amostras eram

armazenadas para posterior utilizacio.
3.3.2 Quantificagdo do RNA

O precipitado de RNA fora diluido em 15-20ul de agua com DEPC. Para a
quantificagéo, aliquotas de 1ul da solugao de RNA das amostras eram diluidas em
499ul de agua DEPC e lidas em duplicata em um espectofotdmetro para acidos

nucléicos, nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A pureza do RNA foi
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considerada satisfatoria quando a razdo das absorbéncias a 260 e 280 nm era
superior a 1,6. Considerando que uma unidade de absorbancia a 260 nm
corresponde a 40ug de RNA por ml de solugao, a concentragao de RNA na solugao

original era calculada pela formula:

[RNA] = Azgo X D x 40 pg/ml

onde A= absorbancia e D= diluicdo da aliquota usada para a quantificagdo. Por

exemplo, para 1ul da solugdo de RNA em 500ul de agua.

D= 500/1 = 500

3.3.4 Sintese do cDNA

A sintese do cDNA era feita a partir de 2ug ou 1ug de RNA total, utilizando
oligonucleotideos (primers) complementares a cauda poli-A caracteristica do mRNA,
produzindo um cDNA mais puro, exclusivamente a partir do mRNA. Considerando
que a fracdo do mRNA corresponde a aproximadamente 2-3% do RNA total,
estimou-se que 2ug de RNA total dariam origem a 40ng de cDNA e 1ug a 20ng de

cDNA. O RNA era inicialmente desnaturado a 65°C por 5 minutos juntamente com o
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primer e os desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs). Em seguida adiciona-se uma
mistura contendo tampao Tris-HCI 20mM pH 8,4 com KCI 50mM, cloreto de
magnésio 25mM 10mM e ditiotreitol (DTT) 0,1M sendo incubado por 2 minutos a 42°
C. Em seguida era incubado com a enzima transcriptase reversa a 42°C por 50
minutos. Apds nova desnaturagao a 70°C por 15 minutos, a mistura era incubada
com a enzima Rnase H de E. coli por 20 minutos a 37°C para destruir o RNA néao
transcrito. A reacdo de sintese do cDNA totalizou um volume de 20ul que era

armazenado a -20°C até a amplificagao por PCR.

3.3.5 Oligonucleotideos especificos

Os oligonucleotideos (primers) utilizados para a amplificacdo dos fragmentos
de cDNA especificos para cada mRNA em estudo foram desenhados a partir da

sequéncia publicada de cada gene, obedecendo aos seguintes critérios:

< 18 a 30 nucleotideos;

X4 quando o gene possuia mais de um exon, 0s primers eram posicionados
preferencialmente nas areas de transigcdo intron-exon, para inviabilizar a

amplificacédo indesejada de DNA gendmico;

X a proporgao de G-C foi mantida entre 50 e 60% e equilibrada em cada par de

primers;
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a extremidade 3' foi preferentemente ocupada por C ou G, para fortalecer a

hibridizagao neste ponto critico;

a temperatura de fusdo ™ calculada para um primer era semelhante a do seu

par;

evitaram-se sequéncias que resultassem em complementariedade dos primers

sense e antisense, para inibir a formacao de dimeros

A tabela 1 resume a localizagcdo e a sequéncia dos oligonucleotideos
utiizados neste trabalho, bem como o tamanho dos fragmentos de cDNA
amplificados. Todos os oligonucleotideos foram sintetizados pela Life Technologies

Gibco BRL.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos primers sintetizados para a amplificacdo de

fragmentos especificos de cDNA.

Gene Nucleotideos Sequéncia sintetizada Fragmento Ref.
fm
sense 943-1356 5" ATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAG ¥ 623pb Taplin, 1995

antisense 3826-3850 5 AAATTGAAAGTTAACTTATGCACGC 3’

AR

sense 2045-2068 5 CATGGTGAGCAGAAGTGCCCTATC ¥ 400pb Taplin,1995
antisense 2387-2409 5' TCCCAGAGTCATCCCTGCTTCAT 3’

p21

sense 80-97 5'CTCAGTAGGAGGCGCCATG 3' 517pb Robson, 1999
antisense 596-579 5 GGGCGGATTAGGGCTTCC 3

bcl-2

sense 431-450 5 GTGGAGGAGCTCTTCAGGGA 3' 284pb Chen, 2000
antisense 715-734 5 AGGCACCCAGGGTGATGCAA 3'

3.3.6 Protocolo geral da PCR

As reacbes de PCR eram feitas num volume final de 50ul seguindo uma
adaptacao do protocolo sugerido pela Invitrogen (Life technologies). As amostras de

cDNA (2ul, correspondente 2ng de cDNA) eram inicialmente desnaturadas a 94°C
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por 2 minutos na presenca de tampao Tris-HCI 20mM pH 8,4 com KCI 50mM e
cloreto de magnésio 50mM. Esse procedimento, conhecido como hot start, tem por
objetivo desnaturar estruturas secundarias que, submetidas a agao da polimerase,
resultariam na amplificagdo de fragmentos indesejados. Em seguida, os tubos eram
imersos em gelo e recebiam 10ul de uma solugdo com as mesmas concentragcoes
de tampao e MgCl,, acrescida dos primers sense e antisense, da mistura de dNTPs
e da enzima Taqg DNA Polimerase. Os volumes e as concentragdes finais dos

reagentes utilizados na PCR estéo relacionados na tabela 2.

Tabela 2 - indica o protocolo geral para as rea¢des de PCR, utilizando hot start.

Mix Inicial Po6s-Hot Vol. Final Conc.

Start final
Agua 32,8l 3,450l 38,250l -
Tampéo 10x 4yl 1ul Sul 1x
MgCl, 50mM 1,2ul 0,3ul 1,5ul 1,5mM
dNTP mix (10mM cada) - 1ul 1ul 0,2mM
Primer1 (10 uM) - 2ul 2ul 0,4uM
Primer 2 (10uM) - 2ul 2ul 0,4uM
cDNA 2ul - 2ul 1:25
Taq (5Ul/ul) - 0,25ul 0,25ul  25mUl/pl
Volume Final 40pl 10pl S0ul -

Os volumes se referem a cada reagao de 50pul.
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3.3.6.1 Programacgéo dos ciclos da PCR

As reacgdes de PCR eram realizadas em um termociclador. Adotou-se em
todos os casos a temperatura de 94°C para desnaturagao e de 72°C para extensao.
A temperatura de hibridizagcao (annealing) dos primers, a duracao de cada etapa e o
numero de ciclos eram padronizados para cada fragmento a ser amplificado. Os

protocolos utilizados neste trabalho estdo resumidos na tabela 3.

Tabela 3 - Programagao adotada para os ciclos de PCR

Gene Desnaturagdo Hibridizagdo Extensdo Ciclos Extensao final Ref
AR 94°C 40s 55°C 50s 72°C 1min 35 72°C 7min Taplin,1995
p21 94°C 1min 57°C 50s 72°C 1min 35 72°C 5min Robson,1999

bel-2 94°C 1min 59°C 45s 72°C 45s 35 72°C 5min Chen, 2000

p2m 94°C 1min 55°C Tmin  72°C 1min 30 72°C 5min Taplin,1995

Os protocolos foram ajustados a partir do modelo proposto na referéncia

bibliografica citada.
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3.3.7 Padronizagao da PCR

As reacdes de PCR foram padronizadas com cDNAs sintetizados a partir de
1ug de RNA total, utilizados nas curvas de avaliagcado de tempo de expressao e

diferentes concentracdes de dihidrotestosterona.

3.3.7.1 Padronizagcdo da PCR para AR

Os primers utilizados para amplificacdo do receptor de androgénio estdo
localizados respectivamente no exon A, primer sense e no exon C primer antisense

(Tapplin et al.,1995). O transcrito por estes primers corresponde a 400pb.

Dados anteriores do nosso laboratorio (Silva, 1998) demostraram que é
possivel a amplificagado deste fragmento do AR a partir de um cDNA sintetizado com
2ug de RNA total, observando um aumento progressivo do produto amplificado de 1
a 4 ng de cDNA. Neste estudo optou-se pelo uso de 2ng de cDNA sintetizado a

partir de 1ug de RNA total para a amplificagdo do gene do receptor de androgénio.

A figura 3 mostra que o numero de ciclos necessarios para amplificar o
fragmento de 400pb do AR a partir de 2ng de cDNA, foi de 30 ciclos aumentando
progressivamente até 45 ciclos. Com base nestes dados optou-se por trabalhar com
35 ciclos para verificar os niveis de mRNA do AR sob diferentes condi¢des

experimentais.
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FIGURA 3 - Padronizacdo da PCR AR

Padronizacédo da reagao de PCR duplo para determinacédo dos niveis de mRNA do
AR em células prostaticas humanas nao transformadas. A curva do numero de ciclos
foi feita com 2ng de cDNA de tecido prostatico ndao transformado. As barras

representam a relagao AR/B2m (400pb/623pb).
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3.3.7.2 Padronizagdo da PCR para bcl-2

Os primers do bcl-2 foram desenhados para amplificar um fragmento de 284
pb. Conforme a padronizagdo do AR, utilizou-se 2ng de cDNA para amplificar este

fragmento.

A figura 4 indica que o numero de ciclos necessarios para a amplificacdo do
gene do bcl-2 é de 35 ciclos, demonstrando progressivo aumento com 45 ciclos.
Baseado nestes dados e de acordo com a referéncia (Chen et al., 2000) optou-se
por utilizar 35 ciclos para avaliar a expressao do bcl-2 nas células epiteliais

prostaticas tratadas com dihidrotestosterona.
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Figura 4 - Padronizagao da PCR bcl-2

Padronizacédo da reagao de PCR duplo para determinacédo dos niveis de mRNA de
bcl-2 em células prostaticas humanas nao transformadas. A curva do numero de
ciclos foi feita a partir de 2ng de cDNA de tecido prostatico. As barras representam a

relagao bcl-2/ B,m (284pb/ 623pb).
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3.3.7.3 Padronizagéo da PCR para o p21

Os primers desenhados para o gene do p27 amplificam um fragmento de 517
pb. Da mesma forma que o AR e o bcl-2, utilizou-se 2 ng de cDNA para amplificar
este fragmento. A figura 5 mostra amplificagao do fragmento do a partir de 30 ciclos,
aumentando progressivamente com 45 ciclos. Com base nestes dados optou-se por
trabalhar com 35 ciclos para amplificar as amostras, dado este que esta de acordo

com a referéncia dos primers (Robson et al.,1999).
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Figura 5 - Padronizagao da PCR p21

Padronizacdo da reacdo de PCR simples para o numero de ciclos usados na
avaliacdo da expressao de p271 em células prostaticas humanas nao transformadas.
A curva do numero de ciclos foi feita a partir de 2ng de cDNA de tecido préstatico. As
barras representam a densitometria das bandas de 517pb, expressa em unidades
arbitrarias
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Para eliminar qualquer diferenca de massa existente entre as amostras o que
poderia alterar os resultados, todas elas também foram amplificadas para a .-
microglobulina, um gene constitutivamente expresso no homem e que n&o sofre

alteracdes por estimulos hormonais.

O gene da B2- microglobulina possui 4 exons. O primer sense esta situado
entre o primeiro e o segundo exon, e o primer antisense encontra-se no quarto exon,

delimitando um fragmento de 623pb.

Neste estudo a amplificagdo das amostras para o fragmento da -
microglobulina seguiu a padronizagdo de dados anteriores do nosso grupo,

utilizando 30 ciclos de PCR (Silva, 1998).

3.3.8 Analise dos dados por RT-PCR

A analise da expressao do AR, do protooncogene bcl-2 e do p21 por RT- PCR
foi realizada em um minimo de 3 experimentos com culturas celulares obtidas de
doadores diferentes. As reagcbes de PCR para os genes do AR e do bcl-2 foram
processadas junto com os primers da [z-microglobulina, enquanto que as reagdes
para o p21 foram efetuadas separadas dos primers da P,-microglobulina, mas

analisadas no mesmo gel de agarose.

Os resultados da expressédo génica foram representados com a imagem do
gel e graficamente como média + EP (erro padrao) da relagédo gene/f3om a partir da

leitura densitométrica das respectivas bandas em unidades arbitrarias.
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3.4 Analise Estatistica

Os dados de proliferacdo e RT-PCR apresentaram distribuigdo normal e
homogeneidade de variancia, portanto foram analisados por andlise de variancia de

uma via (ANOVA).

3.5 Consideracgoes Eticas

O presente projeto de pesquisa (99001/ 2000) foi aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul em seus aspectos cientificos e

éticos.

A coleta do material foi possivel através de uma colaboragdo com os Servigos
de Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Hospital Sdo Lucas ,Hospital

Ernesto Dorneles e Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre.



4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA PROLIFERAGAO CELULAR

As células epiteliais prostaticas humanas em cultura primaria foram cultivadas
em monocamada, conforme descrito em material e métodos. O tratamento com
dihidrotestosterona foi iniciado 48 horas apds o plagueamento, respeitando o
periodo de adesao e equilibrio das células. As células foram divididas em cinco
grupos, sendo utilizados 5 ou 6 pogos da placa multiwell por grupo distribuidos da
seguinte forma: tempo "0"(células sem troca de meio), grupo controle (células
incubadas com meio 199 suplementado com 5% de SBF desteroidado) e grupos
tratados, compostos por meio controle acrescidos com dihidrotestosterona nas
concentracdes de 1073, 107° e 10® M. A proliferacdo foi avaliada no dia "0", 4° e 6°
dias de cultura através da medida da atividade mitocondrial pela técnica do MTT. Os
experimentos foram realizados 3 vezes, com células obtidas de pacientes diferentes
a cada experimento. Os resultados estdo expressos como meédia + EP de 3

experimentos analisados por ANOVA, seguida de teste complementar de Duncan.

A figura 6 ilustra o efeito da dihidrotestosterona sobre a proliferagao celular,
mostrando que no 4° dia a dihidrotestosterona na concentracdo de 1x107"°M

estimulou significativamente a proliferacdo em relagéo ao T"0".
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777 6° dia

4°dia

- Efeitos da dihidrotestosterona sobre a proliferacdo de HNTEP em

cultura primaria.
As células foram incubadas em meio controle e meio contendo dihidrotestosterona

nas concentragdes de 1073, 107" e 10® M. A proliferagdo foi avaliada no 4° e 6° dia

de cultura pela técnica do MTT. Cada coluna representa a média =+ EP de 3

experimentos. *p<0,05 em relagédo ao T"0".

FIGURA 6
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Para averiguar se o0 mecanismo de agcdo androgénica sobre a proliferacao
destas células epiteliais ocorre via receptor de androgénio, associou-se as
concentragcbes de dihidrotestosterona estudadas, o antiandrogénio sintético
hidroxiflutamida (OH-FLU) 10°M. Este antiandrogénio liga-se ao receptor de
androgénios impedindo a ligagao do hormdnio. A figura 7, mostra os dados obtidos
através da avaliacado da proliferacdo das células epiteliais prostaticas no 3° e 6° dia
de cultura utilizando 4 a 6 amostras por grupo pela técnica do MTT. Os grupos foram
divididos em: grupo controle com meio 199 mais 5%SBF-DT, grupo tratado com
meio controle acrescido de OH-FLU 10°M, grupos tratados com meio controle mais
DHT nas concentragdes de 102, 10"° e 10™ e os grupos tratados com DHT nas

concentracdes de 10 e 10™"® associado com OH-FLU 10°M.

No 3° dia de cultura, o grupo tratado com DHT 10™"® M mostrou um aumento
significativo na proliferacdo em relagéo ao grupo tratado com DHT 10™° M. No 6° dia
de cultura, o grupo tratado com DHT 10" M foi significantemente mais proliferativo
que os grupos tratados com DHT nas concentragdes 10%, 10"° M em relacdo ao

grupo tratado com OH-FLU10°M isolada e associacdo com DHT 10% e 10" M.
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As células foram incubadas em meio controle, meio controle com hidroxiflutamida e
meio contendo dihidrotestosterona nas concentracdes de 108, 107° e 10"M
isoladas e associadas com hidroxiflutamida. A proliferacao foi avaliada no 3° e 6° dia
de tratamento. Cada coluna representa a média + EP de 4-6 amostras. * p<0,05 no
8 M,DHT "M, DHT®+OH-FLU .10° M e DHT"*+ OH-FLU.10° M.

FIGURA 7 - Efeitos da dihidrotestosterona sobre a proliferacdo de HNTEP com OH-

FLU em cultura primaria.
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4.2 EXPRESSAO DO AR, DO PROTOONCOGENE bcl-2 E DO INIBIDOR DE
QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS p27 EM CELULAS EPITELIAIS

PROSTATICAS HUMANAS NAO TRANSFORMADAS

4.2.1 Expressao do AR
4.2.1.1 Analise de tempo de tratamento

Os niveis de mRNA do receptor de androgénio (AR) foram verificados por RT-
PCR, em células epiteliais prostaticas humanas nao transformadas, incubadas com
meio controle suplementado com 5% de SBF-DT e com meio controle contendo DHT
na concentragdo de 10" M em diferentes tempos: tempo "0", 1h, 2h, 3h, 4h e 6h.
Conforme ilustrado na figura 8, observa-se aumento significativo na expresséo do
AR nos grupos incubados com DHT em 3, 4 e 6 horas de tratamento, em relacdo ao
tempo"0" e aos controles 1, 2, 3 e 6h. O grupo com 4 horas de tratamento é diferente
também de seu controle e dos grupos tratados por 1 e 2 horas. E por fim, o grupo

tratado por 6 horas é diferente do grupo tratado por 1 e 2 horas.

Esses dados indicam que a expressao do AR, mediante estimulo hormonal
com DHT.10™ M ocorre a partir das 3 horas de tratamento, apresentando um

aumento marcante durante 4 horas de incubagdo com o androgénio.
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FIGURA 8 - RT-PCR do mRNA do AR em HNTEP.
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4.2.1.2 Analise de diferentes concentracbes de dihidrotestosterona

As células foram incubadas com diferentes concentragcées de androgénio e o
RNA total das células epiteliais de pelo menos 6 doadores diferentes, foi extraido 4
horas apds o tratamento. A figura 9 mostra um aumento significativo na expressao
do AR das células incubadas com DHT na concentracdo de 10"* M relagdo ao grupo

controle.
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FIGURA 9 - RT-PCR do mRNA do AR em HNTEP com diferentes doses de DHT.

(A) O fragmento de 400pb corresponde ao AR, e o de 623pb ao da B,-microglobulina
avaliados em T"0" (1 a 3) e 4 horas de incubagdo com meio controle (4 a 7) e meio tratado
com DHT.10™ (8 a 11), 10" (12 a 15) e 10® (16 a 18). C - = Controle negativo, M=
marcador de peso molecular (100pb). (B) O grafico representa a quantificagao das bandas
expressa como a relagédo AR/B,m (média + EP). *p <0,05 em relagdo ao C5%.
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4.2.2 Expressao do p21
4.2.2.1 Analise de tempo de tratamento

A expressao do inibidor de quinases dependentes de ciclinas p217 foi avaliada
por RT-PCR em células epiteliais prostaticas humanas nao transformadas em cultura
primaria. As células foram incubadas em meio controle com 5% de SBF-DT e meio
controle contendo DHT 10" M nos tempos "0", 15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h e 6h
conforme ilustrado na figura 9. Nao houve alteragdes significativas nos niveis de

MRNA do p21,entre os grupos controle e tratado, neste intervalo de tempo estudado.
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FIGURA 10A - RT-PCR do mRNA do p27 em HNTEP.

O fragmento de 517pb corresponde ao p27, e o de 623pb ao da B.-microglobulina
avaliados em T"0" (1 a 6), C5% 15' (7 a 11), DHT 15' (12 a18), C5% 30' (19 a 25),
DHT 30' (26 a 32), C5% 1h (33 a 36), DHT 1h (37 a 42), C5% 2h (43 a 46), DHT 2h
(47 a 50), C5% 3h (51 a 52), DHT 3h (53 a 55), C5% 4h (56 a 59), DHT 4h (60 a 64),
C5% 6h (65 a 67), DHT 6h (68 a 69). C - = controle negativo, M= marcador de peso
molecular (100pb).
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FIGURA 10B - O grafico representa a quantificagdo das bandas expressa como a

relacao p21/p.m (média £ EP).



65

4.2.2.2 Analise do p21 com diferentes concentragbes de dihidrotestosterona

As células epiteliais prostaticas ndo transformadas foram incubadas em meio
controle e meio contendo dihidrotestosterona nas concentragdes de 1073, 10 e 10°

8 M. O mRNA do p21 foi avaliado 4 horas apds o estimulo androgénico.

A figura 11 mostra que houve diferenga na expressdao do p27 das células
incubadas com DHT na concentragdo de 10® M em relagcdo ao grupo tratado com

DHT. 10" 3 M.
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FIGURA 11 - RT-PCR do mRNA do p21 em HNTEP com diferentes doses de DHT.

(A) O fragmento de 517pb corresponde ao p27, e o de 623pb ao da p.-
microglobulina avaliados em T"0" (1 a 5) e 4 horas de incubagdo com meio controle
(6 a 12) e meio tratado com DHT.10™M (13 a 16), 10"°M (17 a 22) e 10® M (23 a
27). C - = Controle negativo, M= marcador de peso molecular (100pb). (B) O grafico
representa a quantificagcdo das bandas expressa como a relacdo AR/Bom (média *

EP). * p<0,05 em relagdo a DHT.10™"*M.
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4.2.3 Expressao do protooncogene bcl-2
4.2.3.1 Analise de tempo de tratamento

O mRNA do protooncogene bcl-2 foi avaliado por RT-PCR, conforme indica a
figura 12 (A e B). O RNA total das células epiteliais prostaticas foi extraido apds
diferentes tempos de incubagdo com DHT.10"® M. Considerou-se como tempo “0” o
RNA extraido apds 4 horas de deprivagao de soro do meio de cultura no momento
em que efetuou-se a troca de meio dos grupos controle e tratados com DHT. Na
sequéncia extraiu-se o RNA total nos tempos 15min, 30min, 1h, 2h, 3h e 4h de

tratamento.

O grupo tratado com DHT'™ M apresentou um aumento significativo na
expressao do bcl-2 em 15min em relagdo ao T"0", 1 e 4 horas de tratamento,
enquanto que o grupo controle ndo apresentou variagao significativa na expressao

deste gene durante o periodo de tempo avaliado.
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FIGURA 12A - RT-PCR do mRNA do bcl-2 em células epiteliais prostaticas humanas
nao transformadas.

A figura mostra o fragmento de 284pb do bcl-2 e o de 623pb da p2-microglobulnina,
analisado em gel. Os numeros acima das bandas correspondem aos diferentes
tratamentos: tempo “0” (1 a 5), grupo controle 15’ (6 a10), tratado com DHT.10™"*M
15’ (11 a 15), controle 30’ (16 a 20), DHT.10™"*M 30’ (21 a 25), controle 1h (26 a 29),
DHT.10™"M 1h (30 a 34), controle 2h (35 a 38), DHT.10™"*M 2h (39 a 42), controle 3h
(43 a 45), DHT.10"°*M 3h (46 a 49), controle 4h (50 a 54) e DHT.10™"*M 4h (55 a 59).
M= Marcador de peso molecular (100pb).
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FIGURA 12B - Grafico da quantificagdo das bandas correspondentes aos
fragmentos de 284pb do bcl-2 e 623pb da fom.

Dados expressos como relagdo bcl-2/fom (média £ EP). * p <0,05 em relagdo ao
T°0”, DHT.10™°M 1h e 4h.



5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos as patologias prostaticas tém chamado a ateng¢ao de grupos
de pesquisa e autoridades sanitarias devido aos altos indices de prevaléncia e suas
implicagdes na qualidade de vida dos pacientes, além dos custos com a saude
publica. A hiperplasia prostatica benigna clinica acomete 33,5% dos homens com
idade entre 60 e 70 anos (Meigs et al.,2001) enquanto que o carcinoma de prostata
é altamente diagnosticado em homens a partir dos 50 anos de idade (Ruijter,1999).
Apesar da alta incidéncia pouco se sabe sobre os eventos iniciais envolvidos na

morfogénese e desenvolvimento destas patologias.

Os androgénios sédo essenciais para o desenvolvimento, crescimento,
diferenciagcao e manutengao da prostata. Eles também estdo envolvidos no controle
da inibicdo da apoptose, indugéo e ou inibicdo da proliferagao celular (Sonneschein

et al., 1989).

Véarios modelos experimentais tém sido desenvolvidos para averiguar o0s
processos proliferativos envolvidos no crescimento prostatico, tais como cultura de
células epiteliais (Spritzer et al.,1995;Berthon,1997; Planz et al.,2001) e linhagens
celulares (De Angeli et al.,1997; Sonneschein et al.,1989). Os resultados obtidos
nesses trabalhos sdo controversos devido a peculiaridades caracteristicas a cada

modelo aplicado. Um ponto que deve ser considerado quando se realiza cultura de
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células é a suplementagao do meio de cultura. O excesso de fatores de crescimento
como EGF, insulina, hidrocortisona e outras substancias podem mascarar os

resultados obtidos com o tratamento recebido.

Nosso grupo de pesquisa possui um modelo de cultura de células epiteliais
prostaticas ndo transformadas (HNTEP), caracterizadas com estudos de
imunohistoquimica que demostraram sua morfologia e funcionalidade (Spritzer et al.,
1995), além de expressarem o AR e serem responsivas ao estimulo androgénico
(Silva et al., 2001). Conforme estabelecido neste laboratério as células foram
tratadas unicamente com 5% de soro bovino fetal desteroidado no meio de cultura, o
que permitiu sua viabilidade durante o estudo sem interferir no efeito provocado pelo

tratamento (Silva, 1993, Morsch, 1997).

A dihidrotestosterona € o metabdlito 5o reduzido da testosterona, sendo
considerada 100 vezes mais potente que seu precursor. A opc¢ao pelo seu uso foi
devido ao fato de que ao contrario da testosterona, a DHT ndo pode ser aromatizada
a estradiol, sugerindo que o efeito provocado na proliferagdo das células é causado

pelo estimulo androgénico.

A analise de proliferagdo das células epiteliais prostaticas neste estudo indica
que a baixa concentracdo do androgénio dihidrotestosterona (10™"® M) provocou um
aumento na proliferacdo dessas células, avaliadas no 4°dia de tratamento. Este
resultado esta de acordo com dados anteriores do nosso laboratério os quais foram
obtidos a partir da técnica de determinacédo do DNA total para avaliar a proliferacéo
celular em relagdo ao estimulo androgénico. Nesses experimentos, também se

observou que baixas concentracdes de testosterona (2x107'° M e 2x10™" M) e de
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dihidrotestosterona (1x107"*M) estimularam a atividade mitogénica das células,
comparadas com as células que receberam altas concentragdes destes hormdnios
(Silva et al., 2001). Fazendo uso da linhagem celular LNCaP, que é responsiva aos
androgénios, outros trabalhos também demonstraram um aumento de proliferacéo
utilizando DHT em concentracdes de 10° a 10""M (Sonneschein et al., 1989, Olea et
al., 1990, De Angeli et al., 1997,Planz et al., 2001, Long et al., 2000) e uma inibicao
da proliferagdo celular com doses de DHT 10® M e 107 M (Joly-Pharaboz et

al.,2000).

Por outro lado, alguns autores ndo conseguiram observar o efeito mitogénico
da DHT em cultura de células prostaticas. Berthon e colaboradores estudaram
células epiteliais prostaticas normais, hiperplasicas e tumorais em cultura e trataram
estas células com concentragdes de DHT de 107 a 10™""M, em meio de cultura livre
de esterdides. Nao foi observado nenhum aumento na proliferagcdo destas células
em reposta ao tratamento. Um outro estudo com linhagem de células epiteliais
prostaticas PC-3 transfectadas com AR e tratadas com diferentes concentracdes de
DHT (10 a 10° M) também ndo demonstrou um aumento na proliferagéo (Berthon

et al., 1997, Heisler et al.,1997, Krill et al.,1999).

A diversidade dos resultados encontrados em relagado a acdo dos hormoénios
esterdides sobre células prostaticas pode ser atribuida a diversos fatores, como:
diferentes repostas a estimulos de células tumorais e células ndo transformadas, as
condicbes de crescimento que as células sao submetidas durante a cultura, o

numero de passagens e a adicao de fatores de crescimento no meio de cultura.



73

Neste trabalho utilizamos células nao-transformadas cultivadas em cultura primaria e

com o meio essencial livre de fatores que possam interferir na agao androgénica.

Alguns autores demonstraram uma agao bifasica da DHT em linhagens
celulares (LNCaP) ou seja, enquanto baixas concentracbes deste androgénio
estimulam a proliferacao, altas concentragdes interrompem essa proliferagao (Lee et
al.,1995; Scherwood et al., 1998).Uma das explicacbes para este efeito seria a
existéncia de genes inibidores de androgénio (Androgen Shutoff- AS) expressos
somente em presenca de concentracdes de androgénio maiores que 10°M, e estes
genes provocariam uma resposta inibitéria na regulacdo dos mecanismos de
proliferacdo na glandula prostatica, enquanto que concentracbes menores de

androgénio escapariam deste controle (Geck et al.,1997, Geck et al.,2000).

Buscando confirmar a hipétese de que o efeito proliferativo observado nas
HNTEP com baixas doses de DHT ocorre via AR, utilizou-se o antiandrogénio
hidroxiflutamida (OH-FLU) na concentracéo de 10°M isolado e associado a DHT 10®
e 10" M. Os resultados desta analise confirmam um aumento na proliferacdo das
células tratadas com DHT.10"® M, enquanto que os grupos tratados com
hidroxiflutamida tiveram seu crescimento inibido, demonstrando que o efeito
mitdgeno nestas células é provocado pelo androgénio. Este resultado esta de
acordo com estudos anteriores os quais observaram que o tratamento destas células
com OH-FLU 10° associada a DHT aboliu o efeito proliferativo induzido pelo

androgénio (Silva et al., 2001).

Além dos androgénios o epitélio préstatico também sofre influéncia de fatores

de crescimento secretados pela matriz estromal circunjacente. Por exemplo, o fator
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de crescimento de fibroblasto 10 (FGF-10) secretado pelas células prostaticas
estromais aumentou a proliferacdo das células epiteliais quando adicionado no meio
de cultura dessas células (Nakano et al., 1999). Esse estudo ilustra a dependéncia
da regulacao paracrina entre os tipos celulares da prostata nos mecanismos de

desenvolvimento da glandula.

O efeito biolégico dos androgénios na glandula prostatica € mediado pelo
receptor de androgénio (AR). O AR ao se ligar ao hormdnio cognato, transloca-se
para o nucleo da célula onde ira se ligar a elementos responsivos na regiao
promotora de genes alvos, como por exemplo no PSA. O AR também pode regular
de forma indireta genes que nao possuam elementos responsivos, além de sofrer

regulacao por co-ativadores (Kallio et al., 1995).

Neste estudo verificou-se a expressao do AR por RT-PCR nas células HNTEP
em cultura primaria. A expressdo do AR em células HNTEP qualifica nosso modelo
de cultura para estudos dos mecanismos de agdo androgénica. Quando estas
células foram tratadas com dihidrotestosterona na concentragdo de 10"°M em
diferentes tempos de tratamento, observou-se um aumento nos niveis de mRNA do
AR a partir das 3 horas de incubagdo com o horménio, sendo que este aumento
acentua nas 4 horas de incubagdo e permanece até 6 horas. Segundo dados de
Silva (1998), os niveis de mRNA do AR nao foram alterados com tempos de
tratamento inferiores a 2 horas, fato este que despertou o interesse em analisar
tempos tardios da expressao deste gene. Os resultados obtidos na curva de tempo
de expressado do AR neste trabalho, instigou-nos a analisar o efeito do androgénio,

incubando estas células com diferentes concentracdes de DHT (108, 107'% e 10™*M),



75

durante 4 horas de tratamento. Com isso se observou um aumento na expressao do
AR nas células que receberam DHT'® M, em relacdo ao grupo controle, indicando
que o efeito proliferativo de baixas concentracbes de androgénio via AR nestas
células. Nossos dados séao comparaveis aos obtidos por Nakano e colaboradores, os
quais demonstraram ser inibida a expressdo do AR em presenga de alta
concentracdo de DHT (10®M )(Nakano et al., 1999). Neste trabalho n3o se observa
o efeito inibitério na expressdo do AR com DHT. 10® M provavelmente devido as
diferentes condicbes experimentais usadas, mas demonstrou-se que das trés
concentracgdes utilizadas, a que provocou um aumento significativo na expressao do
AR foi a de 10" M, a mesma concentragdo que estimula a proliferacdo celular.
Blanchere e colaboradores avaliaram os niveis protéicos do AR em células epiteliais
prostaticas imortalizadas (PNT2), tratadas com DHT 5X10°M por no minimo 2 e no
maximo 48 horas. Apos 2 horas de tratamento, verificaram por Westernblot, um
aumento nos niveis da proteina do AR, alcangando um pico em 6 horas de
tratamento (Blanchere et al.,, 1998). Estes dados s&o coincidentes com o aumento
dos niveis de mRNA do AR em 4 horas de estimulo hormonal, encontrado neste

trabalho, uma vez que é o RNA que induz a sintese da proteina.

Como dito anteriormente, outros fatores podem ativar o receptor de
androgénios na auséncia do horménio cognato, o que poderia explicar a
independéncia de tumores prostaticos avangados, como os fatores de crescimento:
IGF, EGF,KGF, FGF (Culig et al., 1996;Planz et al., 2001; Nakano et al., 1999) e a
interleucina-6, que ativa o dominio de transativacao do AR por um mecanismo que é
dependente da proteina quinase mitdégeno ativada (MAPK) e de um sinalizador da

via de transcrigao (STAT3), em células LNCaP (Ueda et al., 2002).
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Além da regulagao da proliferacdo celular pelo AR, tem sido examinado o
envolvimento de genes regulatérios do ciclo celular nos processos proliferativos. A
expressao do p21 é variavel em diferentes tecidos humanos (Fredersdorf et al.,
1996) e tem sido relacionada com a parada do ciclo celular na fase G1 para permitir
o reparo do DNA em reposta ao comando do p53 na forma selvagem e nao na forma
mutada (Li, et a, 1994). Alguns trabalhos demostraram que além do p53, o p21
também ¢é alvo do TGFp, ou seja, pode ser induzido independente da agdo do p53
(Cox et al., 1997). Robson e colaboradores demonstraram um aumento dependente
de dose nos niveis de mMRNA e proteina do p271 quando estimulado com TGF em

cultura de células epiteliais hiperplasicas humanas (Robson et al., 1999).

Os androgénios também podem afetar a expressdo do p27. Neste trabalho
demonstrou-se que as células HNTEP expressam o p21. A expressao deste gene foi
avaliada em diferentes tempos de incubacado, com dihidrotestosterona, ndo sendo
observado diferengas nos niveis de mRNA deste gene em relagdo aos grupos
controle e tratados nos tempos avaliados. Estes resultados diferem daqueles
apresentados por alguns autores, os quais demonstraram o aumento da expressao
deste gene em reposta ao androgénio a partir de 2 horas de estimulo e
permanecendo até 72 horas em linhagens celulares (Lu et al., 1999, Ling et al.,
2001). Uma das explicagcbes para esta diferenca seria o tipo de célula estudada,

visto que os trabalhos citados acima utilizaram linhagens de células transformadas.

Da mesma forma que foi verificado para o AR, também se avaliou a
expressao do p271 em células tratadas com diferentes concentracbes de DHT. A

opcgao pelo tempo de tratamento de 4 horas, baseou-se no fato de que o p271 ndo é
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um gene precoce e tem sua expressao tardia. Além do que se optou por utilizar os
mesmos cDNAs da curva de dose do AR para evitar a variabilidade bioldgica. Neste
experimento observou-se que a DHT na concentragdo de 10° M provocou um
aumento significativo nos niveis de mRNA do p21, enquanto que a concentragao de
10™ tende a diminuir a expressdo deste gene. Estes resultados estdo de acordo
com o trabalho de Lu et al , os quais demonstraram que os androgénios induzem a
expressao do p271 em linhagem de células tumorais prostaticas. Nesse estudo o
nivel de mRNA do p271 aumentou apds 2 horas de tratamento com o androgénio
sintético R1881 na concentragao de 10°M em células LNCaP. Em contraste, os
niveis de p271 permaneceram indetectaveis em células ndo responsivas ao
androgénio, como a linhagem PC-3. Esse mesmo grupo de pesquisa em 2000,
demonstrou a existéncia de um elemento responsivo ao androgénio na regiao
promotora do gene p271 (Lu et al, 1999, Lu et al., 2000). Yeh, e colaboradores
também demonstraram que o estimulo androgénico em altas concentragdes induz a
expressao do p271 em células PC-3 transfectadas com AR, e que essa inducao foi
reprimida com a adigao de hidroxiflutamida, confirmando que a indugao do p217 é via

AR (Yeh et al., 2000).

Este aumento em resposta a altas concentragdes de androgénio poderia ser
explicado pelo fato de que o p271 é um inibidor do ciclo celular, consequentemente
da proliferacdo celular, e tendo sido demonstrado que doses menores de
dihidrotestosterona provocam um aumento na proliferacdo destas células e na
expressao do AR, enquanto doses maiores ndao causam este efeito e podem até
inibir a proliferacéo, seria esperada uma relagao inversa entre a expressao do AR e

do p21 neste modelo de cultura. Os mesmos autores que demonstraram o aumento
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da expressao do p21 a partir de 2 horas de tratamento hormonal, utilizaram doses
altas de androgénio, como 5X10° e 1X10° M (Lu et al., 1999; Ling et al., 2001).
Contrariamente Wang e colaboradores compararam linhagens tumorais de células
epiteliais responsivas ao androgénio (LNCaP AD ) com nao responsivas (LNCaP Al)
em relagdo aos niveis de AR e p21. Nesse estudo foi mostrado que células LNCaP
AD tratadas com R1881 10® M aumentaram os niveis protéicos de AR e diminuiram
os niveis de p21, enquanto que as células LNCaP Al que expressavam altos niveis
de AR, foram tratadas com sondas antisense de AR para reduzir os niveis de AR e
dessa forma permitir a re-expressao do p271 (Wang et al., 2001). Estudos de
imunohistoquimica em diferente tecidos prostaticos humanos demonstraram que a
marcagao para o p21 apareceu em 23% dos pacientes com tumores dependentes
de androgénio, enquanto que em amostras de tumores independentes de
androgénios esta marcagao positiva do p27 apareceu em 48% dos casos (Fizazi et
al., 2002). Esses trabalhos sugerem que o p271 pode estar envolvido na progressao
de tumores independentes de androgénio por um mecanismo que escape do
controle androgénico. O mecanismo de agao dos androgénios envolvendo o gene do
p21 ainda é pouco conhecido e os resultados sao controversos, portanto é
necessario um numero maior de estudos desse gene em tecidos responsivos aos

horménios androgénicos bem como sua relagdo com o AR.

O presente trabalho avaliou a expressdo do AR e do p27 em células epiteliais
nao-transformadas. Considerando que o p27 é um inibidor do ciclo celular,
procuramos avaliar também um gene que estivesse diretamente relacionado com a
proliferacdo celular continua, o bcl-2. Estudos de imunohistoquimica de tecidos

derivados de HPB observaram marcacgao positiva para bcl-2 (Colombel, et al., 1998).
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A presenca do bcl-2 tem sido demonstrada em varios graus de neoplasias e tumores
prostaticos humanos, estando envolvido na progressdo de tumores para o estagio
nao responsivo ao androgénio (Jonhson et al., 1998; Tsuiji et al., 1998; McDonnell et
al., 1992; Colombel et a, 1993). Da mesma forma células epiteliais de prostata de
ratos que sofreram castragcdo expressam altos niveis de bcl-2 (Perlman et al., 1999).
Neste modelo de cultura verificou-se que as células epiteliais derivadas de HPB em
cultura primaria expressam o gene do bcl-2. O bcl-2 foi descrito como sendo um
protooncogene e portanto se avaliou sua expressdao em um intervalo de tempo que
variou entre 15 minutos e quatro horas de tratamento com horménio. Nesta curva de
tempo, que partiu do mesmo cDNA usado para o p271 e AR, observou-se um pico de
expressao do bcl-2 em 15 minutos de estimulo hormonal em relacdo aos outros
tempos de tratamento. A literatura até o0 momento ndo apresenta dados avaliando a
expressao do bcl-2 em tempos precoces. Um estudo publicado por Ling et al que
utilizou células prostaticas transfectadas com AR, tratadas com 5nM de mibolerone
demonsntrou um decréscimo nos niveis protéicos do bcl-2 de 24 a 72 horas de
tratamento. Nesse mesmo estudo enquanto a expressao do bcl-2 diminuia, a
expressdo do p21 era positivamente regulada pelo androgénio, sugerindo uma
relacdo inversa entre a expressao do bcl-2 e p21 (Ling et al., 2001). O mesmo
envolvimento do AR, bcl-2 e p21 em tumores prostaticos foi descrito por Kélar e
colaboradores, onde observaram uma alta expressao de bcl-2 em tumores com
baixos niveis de AR; no entanto em algumas amostras com uma forte marcagao
positiva para AR também foi encontrada uma alta expressao de bcl-2. Relacionando
com o p21, a expressao de bcl-2 foi maior em tumores positivos para p27 do que

aqueles cuja expressao era ausente, sugerindo que isso pode ser consequéncia de
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uma via regulatoria especifica em que o bcl-2 estimulado por androgénio aumenta a

expressao do p21 (Kolar et al., 2000).

No presente trabalho foi demostrado que o bcl-2 aumentou sua expressao
apods 15 minutos de estimulo com baixa concentragéo de androgénio, decaindo em 4
horas de tratamento. Nas mesmas células observa-se um pico de expressao do AR
em 4 horas. De acordo com o mecanismo de agao androgénica proposto por
Schuchard et al., poderia se sugerir que baixas concentragcbes de androgénio
induziriam a transcrigdo de genes precoces, onde se enquadraria o bcl-2, e este
protoncogene modularia a expressao tardia do AR e do p217. Isto &, enquanto DHT "
M provocou um aumento na proliferagao celular e consequiente regulacao positiva de
seu receptor, o p21, sendo um gene que induz a parada do ciclo celular, apresenta
uma expressao que tende a estar diminuida com esta concentragdo e aumentar com
altas concentragdes de androgénio, que nao produziram aumento na proliferacao

destas células.

Com a existéncia de poucos trabalhos que relacionem o AR, bcl-2 e p21 em
tecido prostatico de HPB, os resultados do presente trabalho até o momento,
parecem ser 0s unicos utilizando um modelo de cultura primaria de células epiteliais
prostaticas humanas, ndo transformadas. Estes dados qualificam este modelo para
se estudar o envolvimento destes genes nos processos proliferativos regulados por
androgénios. No entanto, estudos posteriores como analise da proteina desses
genes, bem como um método quantitativo para os niveis de mMRNA, como o PCR em
tempo real, seriam importantes para se confirmar este dados e esclarecer a relagao

entre estes genes nos disturbios proliferativos do epitélio prostatico.
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6 CONCLUSOES

Baixas concentragdbes do androgénio dihidrotestosterona estimularam a

proliferacdo das células HNTEP em cultura primaria.

O efeito androgénico nestas células ocorre preferencialmente via AR, uma vez
que o antiandrogénio, hidroxiflutamida inibiu a proliferagcdo quando associado a

DHT.10™ M.
As células HNTEP expressam o gene bcl-2 e p21 no modelo de cultura utilizado.

Os niveis de mRNA do AR aumentaram significativamente em 4 horas de
tratamento hormonal com dihidrotestosterona 10™** M, enquanto os niveis de p21
permaneceram inalterados e os niveis de bcl-2 apresentaram um pico em 15

minutos de estimulo.

Os niveis de mRNA do AR aumentaram quando as célula foram tratadas com
DHT 10" M, e de maneira inversa, os niveis de mRNA do p21 tendem a diminuir
com a mesma concentragdo, enquanto que na concentragdo de 10° M aumenta

significativamente a expressao do p21.
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