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RESUMO

A genisteina tém atividades estrogénicas, e pode se ligar aos receptores de estrogénio (RE), por
isso é considerada um fitoestrogeno. RE tém sido relatados em macréfagos e nesse sentido, os
estrogénios modulam as respostas imunes. Apesar do dimorfismo sexual das respostas imunes de
fémeas e machos estar bem estabelecido, existem poucos estudos que elucidem o papel de
compostos bioativos como a genisteina entre os sexos. Neste estudo, investigamos os efeitos da
genisteina na funcionalidade de macréfagos de ratos, avaliando comparativamente machos e
fémeas, sendo estes divididos em trés grupos de acordo com o sexo e a fase do ciclo estral.
Primeiramente verificamos a citotoxicidade, empregando a técnica de redugdo do MTT, dos
seguintes compostos: genisteina, quercetina e 17B-estradiol, na presenga ou auséncia de
lipopolissacarideo (LPS). E nenhum destes alterou a viabilidade celular. Para o ensaio da
funcionalidade dos macréfagos, as células foram tratadas por 24 horas com duas concentragdes
de genisteina e quercetina (5 uM e 10 uM), como também duas concentragdes de 17p-estradiol
(0,01 e 10 nM), além do controle do veiculo, o dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 0,5%.
Dos parametros de funcionalidade dos macréfagos, foram determinadas por espectrofotometria a
producdo de NO tanto basal quanto a induzida por LPS, bem como a produgéo de H,O, induzida
por LPS, e por microscopia de luz realizou-se a avaliagdo da capacidade fagocitica dos
macréfagos, que foram desafiados a fagocitar particulas de Zimosan opsonizadas ou nao, apds
tratamentos de 2 horas. Os resultados encontrados revelam uma porcentagem de inibigdo da
produgédo de NO basal de macrofagos tratados com genisteina 10 yM de 34% e 40%, para
machos e fémeas em diestro, respectivamente. Nos macréfagos obtidos das fémeas em proestro
apenas o tratamento quercetina (em menor e maior concentragdo) apresentou diminuicdo na
produgdo de NO basal significativa em relagdo ao controle, com inibicdo de 24% e 34%
respectivamente. Quanto a produgcdo de NO induzida por LPS, macréfagos de machos
apresentaram inibigdo significativa da produgdo com todos os tratamentos (exceto quercetina 5
MM), enquanto nas fémeas em diestro, os tratamentos genisteina (5 e 10 uM) e quercetina (5 e 10
pM), diminuiram significativamente esse parametro funcional de macréfagos, com os valores
correspondentes respectivamente a 25%, 30%, 17% e 31%. Ja nas fémeas em proestro, a
producédo de NO basal e induzida por LPS foi apenas inibida pela quercetina (10uM). Todos os
tratamentos dos macréfagos obtidos de machos reduziram a produgdo de H,0O,, sendo
porcentagem de inibigdo da genisteina 10 yM de 27%. Nas fémeas em diestro observa-se que os
tratamentos com genisteina 5 e 10 uM e quercetina 10 uM inibiram respectivamente em 29%,
32% e 37% a produgao de H,0,. A produgdo de H,0O, pelos macréfagos das fémeas em proestro
foi inibida significativamente por todos os tratamentos (exceto estradiol 0,01 nM e quercetina 10
MM), sendo que a porcentagem de inibicdo da genisteina 5 e 10 uyM foi de 22%. A atividade
fagocitica dos macréfagos nao foi influenciada pelo tratamento com a genisteina para nenhum
dos grupos. Nossos resultados sdo sugestivos de que a produgao de NO nos macrofagos pré-
modulados pela exposicdo ao horménio estradiol o efeito da genisteina € menos acentuado,
podendo ser explicado por possivel downregulation dos RE em tratamentos ex vivo. Em concluséo
podemos inferir que para o emprego da genisteina deve se levar em consideragao o sexo, e por
conseguinte, a variagdo da concentracdo hormonal sérica de 17f-estradiol (ciclo sexual) em
fémeas.

Palavras-chaves: dimorfismo sexual , 17(B-estradiol, fémeas, fitoestrogenos, genisteina,
macrofagos.
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ABSTRACT

Genistein has estrogenic activity and can bind to estrogen receptors (ER), so it is considered a
phytoestrogen. ER have been reported in macrophages and in that sense, the estrogens
modulate immune responses. Despite the sexual dimorphism of the immune responses in
females and males is well established, there are few studies that elucidate the role of bioactive
compounds such as genistein among the genders. We investigated the effects of genistein on
mice macrophage functionality, benchmarking males and females, which are divided into three
groups according to sex and stage of the estrous cycle. First we checked the cytotoxicity,
employing the technique of MTT reduction, in the following compounds: genistein, quercetin
and 17B-estradiol in the presence or absence of lipopolysaccharide (LPS). And none of these
altered cell viability. To test the functionality of macrophages, the cells were treated for 24 h
with two concentrations of genistein and quercetin (5uM and 10uM) as well as two
concentrations of 17@-estradiol (0,01 and 10 nM), besides the control of the vehicle, the
dimethylsulfoxide (DMSOQO) at 0,5%. The macrophages’ funtion standarts determined by
spectrophotometry were the NO production in both basal and LPS induced, the production of
H,O, induced by LPS and by light microscopy was evaluated the phagocytic ability of
macrophages, which were challenged to phagocytize Zymosan particles opsonized or not,
after two hours of treatments. The results show a inhibition percentage of basal NO production
in macrophages treated with genistein 10 pM, 34% and 40% for males and females in
diestrus, respectively. In the macrophages obtained from females in proestrus quercetin
treatment alone (in lower and higher concentration) showed a decrease in basal NO
production significantly compared to control, with inhibition of 24% and 34% respectively. As
NO production induced by LPS, macrophages from males showed significant inhibition of
production with all treatments (except quercetin 5 uM), while in females in diestrus, treatments
genistein (5 and 10 yM) and quercetin (5 and 10 uM ), this parameter significantly decreased
functional macrophages, with values corresponding respectively to 25%, 30%, 17% and 31%.
Once in females in proestrus, basal NO production induced by LPS and was inhibited only by
quercetin (10uM). All treatments of macrophages collected from the male reduced the
production of H,O, and genistein inhibition percentage of 10 uM of 27%. In females in diestrus
was observed that treatment with genistein 5 e 10 yM and quercetin 10 yuM inhibited
respectively 29%, 32% and 37% the production of H,O,. The H,O, production by
macrophages from females in proestrus was significantly inhibited by all treatments (except
estradiol 0,01 nM and quercetin 10 uM), and the percentage inhibition of genistein 5 e 10 yM
was 22%. The phagocytic activity of macrophages was not affected by treatment with
genistein for either group. Our results suggest that NO production, macrophages pre-
modulated by exposure to 17B-estradiol, the effect of genistein is less pronounced, may
possible be explained by downregulation of ER in ex vivo treatments. In conclusion we can
infer that, the use of genistein should account for sex, and therefore variations in serum
hormone concentrations of 173-estradiol (sexual cycle) in females.

Keywords: 17(B-estradiol, females, genistein, macrophages, phytoestrogens, sexual
dimorphism.
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1 INTRODUGAO

O sistema imune é o principal mecanismo de defesa do corpo contra
agentes invasivos, sendo regulado por inumeros fatores, como por exemplo, pela
dieta. De fato, estudos demonstram que a alimentagédo tem direta implicagcao na
funcionalidade das células do sistema imune (CHANDRA, 2002). Dos diferentes
componentes de nossa dieta, os fitoestrogenos (FE), que representam um grande
grupo de constituintes de plantas com estrutura similar aos estrogénios, podem
modular as respostas imunes celulares (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007).

Dos trés maiores grupos de FE, flavonas, isoflavonas e cumestranos, (HAN
et al.,, 2002), as isoflavonas sdo as mais encontradas nas dietas. Dentre as
isoflavonas, podemos destacar a genisteina, presente na soja e em seus
derivados. As isoflavonas além de apresentarem atividade estrogénica,
(CLAPAUCH et al.,, 2002; FORTES et al., 2007) sdo também consideradas
antioxidantes naturais, pois neutralizam radicais livres no organismo (FERRARI et
al., 2001).

Os FE atualmente tém sido muito pesquisados, ndo somente por suas
acbes estrogénicas, sendo utilizada na terapia de reposicdo hormonal da
menopausa, mas também por suas potenciais aplica¢des terapéuticas como fator
de protecdo a doencas inflamatérias, cardiovasculares e ao cancer (CLAPAUCH
et al., 2002).

Existem evidéncias que os esterdides sexuais (estrogénio, progesterona e
androgénio), tém efeito modulador sobre o sistema imune, podendo regular o
numero destas células, a produgdo de citocinas, bem como aspectos da

diferenciacao celular (MEDEIROS et al., 2007).
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Estudos clinicos e experimentais, com humanos e animais, tém
demonstrado a existéncia de dimorfismo sexual das respostas imunoldgicas.
Fémeas apresentam uma resposta imune humoral e celular mais efetiva
(BOUMAN; HEINEMAN; FAAS, 2005) e uma maior resisténcia a infecgbes
bacterianas e virais quando comparada aos machos (MILLER; HUNT, 1996). De
fato, tém se demonstrado que 17B-estradiol modula efeitos na funcionalidade de
monocitos e macrofagos (BOUMAN; HEINEMAN; FAAS, 2005), este é o principal
estrogénio circulando em mulheres pré-menopausicas e tem um papel direto na
modulagédo da imunidade inata (MESSINGHAM; HEINRICH; KOVACS, 2001;
SUZUKI et al., 2008; HSIEH et al., 2007)

A influéncia dos estrogénios no sistema imune exige a existéncia de
receptores apropriados, os receptores de estrogénio (RE), sendo que estes se
apresentam sob duas principais isoformas, alfa (REa) e beta (REB), as quais s&o
codificadas por diferentes genes. Muitos compostos de diversos grupos quimicos
podem ativar os RE, dentre os quais incluem-se os FE (DIEZ-PERES, 2006). A
ligacdo do horménio ou dos FE com os RE pode conduzir a respostas celulares
distintas que ocorrem por diferentes vias de sinalizacédo, a genbmica e a nao
gendmica (SIMONCINI; GENAZZANI; LIAO, 2002).

Os FE podem apresentar agcdes estrogénicas (agonista) e antiestrogénicas
(antagonista) sobre os RE, todavia com poténcia estrogénica inferior a do
estradiol, mas com maior estabilidade e com uma meia vida maior. As agdes
estrogénicas ou antiestrogénicas dependem das concentragcées dos FE e dos
esterbides enddgenos, do 6rgdo alvo especifico, e da interagdo com os

receptores a e o B (CLAPAUCH et al., 2002; DIEZ-PERES, 2006) .
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Tecidos e células imunes expressam RE (COOKE; SELVARAJ; YELLAYI,
2006), sendo assim respondem ao estrogénio e aos FE, incluindo os macrofagos,
que apresentam sua funcionalidade regulada por este horménio (NALBANDIAN;
KOVATS, 2005). Neste sentido, pode-se inferir que também os FE podem ativar
ou inibir diferentes aspectos das fun¢des de macrofagos.

Apesar de controversos, os dados da literatura sustentam a idéia de que
consumo de FE pode alterar a resposta imune. Porém em se tratando da
funcionalidade de macréfagos, a correlagdo entre imunidade e sexo torna-se
essencial, ap6s evidéncias de que o sistema imune € mais eficiente em fémeas
do que em machos (GAILLARD; SPINEDI, 1998; FUENTE, 2004; BOUMAN;
HEINEMAN; FAAS, 2005). Os estudos nesta linha sdo escassos e conflitantes,
além de que ndo se encontram estudos que avaliem o efeito dos FE sobre a
funcionalidade de macréfagos entre os sexos.

Uma melhor avaliagdo do efeito dos FE sobre a funcionalidade de
macrofagos, nossa primeira linha de defesa a infecgbes, permitira melhor
orientacao quanto aos riscos e beneficios do uso destes, quer na dieta ou no seu
emprego como medicamento especialmente entre os sexos. E buscando

contribuir realizamos este trabalho.

Este trabalho foi realizado em parceria e cooperagdo com o trabalho de Josimar Mariano Borille, de forma que
qualquer semelhancga entre os mesmos foi de comum acordo entre ambas as autoras e a orientadora Carla Cristine
Kanunfre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EVOLUCAO DO SISTEMA IMUNE

Por volta do século XIX pesquisas comegaram a especular sobre como
nosso complexo sistema de defesa surgiu. Décadas depois, imunologistas
modernos acreditam que o sistema imune deve ter iniciado com os organismos
unicelulares e o aproveitamento de peptideos toxicos para impedir a invasao de
micro-organismos. Estratégia de defesa ainda encontrada em eucariotos simples
e em animais mais complexos (TRAVIS, 2009).

Acredita-se que a imunidade inata (primeira linha de defesa do organismo),
tem sua origem nos eucariotos primitivos, tais como a ameba. Esta seria a forma
primordial dos macréfagos, que teria dado origem por uma via evolutiva ainda
desconhecida aos macréfagos modernos. A imunidade inata dos eucariotos pode
ter surgido da necessidade de um micro-organismo unicelular como a ameba de
discriminar entre o alimento e outras amebas, a auséncia desta distingdo poderia
culminar no desaparecimento destes micro-organismos. Nesse sentido, podemos
supor a existéncia de um receptor de superficie especifico nas amebas que atue
para reconhecer o alimento que pode ser englobado (JANEWAY et al., 2002).

Acredita-se também que as amebas possam ter ocupado a cavidade
celédmica dos organismos multicelulares primordiais, atuando como células de
defesa. Todos os vertebrados e muitos invertebrados possuem uma populagao de
células fagociticas que tém muito em comum com as amebas. E possivel que tais

células, provaveis ancestrais dos macrofagos, possam ter derivado de uma
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populacdo de células de organismos multicelulares que mantiveram uma
morfologia ancestral, uma forma evolutiva de neotenia, isto &€, expressao de tragos
primitivos, na qual a ontogenia dos macréfagos pode relacionar sua filogenia
(JANEWAY et al., 2002).

Uma unica célula com capacidade fagocitica exerce as funcdes de
nutricdo, excrecdo e defesa em organismos unicelulares. Entretanto, a
seletividade na ingestdo de material estranho ja é observada em alguns
amebodides como os micro-organismo Dictyostelium discoideum. Quando este se
encontra em suspensao, ingere a bactéria Salmonella de cepas nao-virulentas,
mas nao ingere Salmonella de cepas virulentas, indicando que a fagocitose,
nesse caso, € regida pela constituicdo de carboidratos presentes na membrana
da bactéria, uma vez que a viruléncia €& atribuida a estes componentes
(CARVALHO; COLLARES-BUZZATO, 2005).

Recentes pesquisas da analise gendmica das plantas e dos animais tem
revelado que um mecanismo sofisticado de defesa existe desde o tempo que os
ancestrais das plantas e animais divergiram (JANEWAY et al., 2002). Isto tem
sido evidenciado devido a descoberta de uma via semelhante entre a mosca-das-
frutas Drosophila e os mamiferos, em relacdo a de fatores de transcrigdo
envolvidos na indug¢ao da imunidade inata (MEDZHITOV; PRESTON-HURLBURT;
JANEWAY, 1997). Acredita-se também que esta via esteja presente em plantas,
entretanto, as evidéncias sédo menos diretas (JANEWAY et al., 2002).

Este sistema compartilhado é a via receptor Toll-like (TLR) e a ativagéo do
fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB) da funcéo génica. As sequéncias de

DNA necessarias para a expressdao dos TLRs e a ativagcdo do NF-kB sao
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encontradas em trés classes de organismos: invertebrados, vertebrados e
plantas. Ha evidéncias de que os produtos destes genes compartilhados
interagem em vias similares atuando na defesa do hospedeiro. Na mosca-das-
frutas, na qual este mdédulo genético foi descoberto como organizador do eixo
dorsoventral durante o desenvolvimento embrionario, também foi demonstrado,
subsequentemente, seu papel essencial na defesa do hospedeiro (JANEWAY et
al., 2002).

Todos os organismos multicelulares tém mecanismos de defesa do
hospedeiro contra micro-organismos, sendo esta a imunidade natural. Entretanto,
0s mecanismos de defesa mais especializados, que constituem a imunidade
adquirida, s6 estdo presentes nos vertebrados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Nos invertebrados, varias células respondem aos micro-organismos,
cercando estes agentes infecciosos e os destruindo. Em metazoarios primitivos
que nao possuem sistema circulatério definido, como poriferos, cnidarios e
platelmintos, ha células fagociticas percorrendo o corpo atuando nao apenas na
defesa do hospedeiro, mas também envolvidas nas fungdes de nutricdo e
excregdo, ingerindo material estranho e células mortas. Entretanto nos celomados
(protostomos e deuterostomos), cujos organismos s&o maiores e mais complexos,
foi necessario o aparecimento de um sistema circulatério para transportar
alimentos e detritos pelo organismo. Em invertebrados como artrépodes,
anelideos e moluscos, as células fagociticas sdo mais especializadas e migram
pelo sistema circulatorio. Esta especificidade adquirida pelas células fagociticas

foi consequéncia de elas ndo serem mais necessarias para apreensdo do



Programa de Pés-Graduagao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTROQO)

20

alimento, provavelmente migraram do tecido conjuntivo circundante para o
aparelho circulatério, onde surgiu uma infinidade de tipos celulares especificos na
reatividade imune (CARVALHO; COLLARES-BUZZATO, 2005). Essas células se
parecem com as células fagocitarias e foram denominados amebécitos fagociticos
nos acelomados, hemdcitos nos moluscos e nos artrépodes, coelomaocitos nos
anelideos, e leucécitos sanguineos nos tunicados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Nos moluscos, as células fagociticas, além de ingerirem particulas e micro-
organismos, sdo responsaveis por este fendmeno de encapsulamento. Nesse
caso, uma ceélula encontra a superficie de um material com dimensdes maiores do
que ela propria, emite pseudopodes e adere. Muitas células espraiando-se sobre
a superficie do material formam um tipo de “capsula” em torno deste
(CARVALHO; COLLARES-BUZZATO, 2005).

Notavelmente, todos os organismos multicelulares expressam receptores
celulares semelhantes aos TLR que reconhecem micro-organismos e iniciam
reacoes de defesa contra estes. Assim, a defesa do hospedeiro invertebrado é
mediada por células e moléculas semelhantes aos mecanismos efetores da
imunidade natural dos organismos superiores (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Muitos estudos tém demonstrado que os invertebrados sdo capazes de
rejeitar transplantes de tecidos estranhos ou alotransplantes (nos vertebrados
esse processo de rejeicdo de enxertos depende de respostas imunoldgicas
adquiridas). Se poriferos de duas colénias diferentes forem unidas

mecanicamente, elas se tornam necréticas de 1 a 2 semanas, enquanto as



Programa de Pés-Graduagao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTROQO)

21

esponjas da mesma colbnia se fundem e continuam a crescer. Anelideos e
equinodermas também rejeitam transplantes de tecidos de outras espécies do filo.
Essas reacdes de rejeicdo sdo mediadas principalmente por células semelhantes
a células fagocitarias. Elas diferem das que ocorrem nos vertebrados porque a
memoria para o tecido transplantado n&o é gerada ou é dificil de ser demonstrada
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Os macroéfagos foram primeiramente descritos por Elie Metchnikoff, no
inicio do século XIX. O pesquisador denominou essas células de fagocitos
(“células que comem”), quando observou células de estrelas-do-mar e de
esponjas englobando particulas e espinhos. Em estudos posteriores, Metchnikoff
constatou que no sangue de mamiferos existem células com caracteristicas
semelhantes. Aos fagocitos do sangue deu o nome de macréfagos e micréfagos,

que atualmente sdo conhecidos, respectivamente por macréfagos e

polimorfonucleares (CARVALHO; COLLARES-BUZZATO, 2005).

2.2 PAPEL DOS MACROFAGOS

Os macréfagos sé&o células fagocitarias que desempenham papéis
importantes na imunidade inata e adaptativa. Quando ativados por produtos
microbianos fagocitam e destroem micro-organismos, secretam citocinas proé-
inflamatorias e apresentam antigenos aos linfocitos T-auxiliares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Ontogeneticamente, nos embrides, os macréfagos sédo originarios no saco

vitelinico. No segundo més de gestacdo no homem e no sétimo dia no
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camundongo, observam-se células hematopoéticas diferenciadas, entre elas os
fagocitos mononucleares. No terceiro més de gestagcdo no homem e no décimo
dia, em camundongos, as células sanguineas se formam no figado e no baco.
Posteriormente as células hematopoéticas colonizardo a medula éssea, onde
residirdo durante toda a vida adulta dos mamiferos (CARVALHO; COLLARES-
BUZZATO, 2005).

Nesse sentido, em individuos adultos, a origem dos macréfagos ocorre na
medula éssea, a partir de uma célula pluripotente mieldide, a partir da qual séo
originadas diferentes células progenitoras, entre elas as “unidades formadoras de
coloénia” de granulécitos e mondcitos. Estas células originam os pro-mondcitos
que ja apresentam capacidade de pinocitose e expressam uma série de
receptores caracteristicos de macrofagos. Os pré-mondcitos, por sua vez, dao
origem aos mondcitos, que saem da medula 6ssea e ganham a circulagdo
sanguinea. Os mondcitos permanecem na circulagdo por cerca de 1-3 dias
(NELSON; JOW, 1990; NEVEU, 1986), por conseguinte, essas células migram
para varios o6rgaos e sofrem diferenciacio em macrofagos residentes
especializados, onde sao geralmente designados de acordo com a sua
localizagdo, por exemplo, células de Kupfer no figado, microglia no cérebro,
osteoclastos no tecido O0sseo, macrofagos alveolares nos pulmdes e células
mesangiais no rim (GYORKI; LINDEMAN, 2008). Nos tecidos os macrofagos
residentes tém um tempo de vida variando entre 2 e 4 meses (NELSON; JOW,
1990; NEVEU, 1986).

Caracterizam-se morfologicamente por serem células relativamente

grandes, medindo entre 60 a 80 um de didmetro. Apresentam nucleo irregular e
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excentricamente posicionado (com um ou mais nucléolos e cromatina pouco
condensada), superficie celular também irregular (com inumeras projecoes
citoplasmaticas), possuem complexos golgienses, lisossomos e mitocondrias em
grande numero, € um citoesqueleto bem desenvolvido (AUGER; ROSS, 1992).

Inicialmente os macréfagos residentes no tecido eram chamados de
macrofagos fixos. Macréfagos livres eram denominados aqueles que se
desenvolviam como resultado de um estimulo exdégeno e migravam para sitios
particulares. Estes nomes tém sido substituidos por macréfagos residentes e
macréfagos ativados, respectivamente (GARTNER; HIATT, 1997). Apos a
ativacdo por estimulos externos, como 0s micro-organismos, os macréfagos
podem assumir diferentes formas. Estas células podem desenvolver citoplasma
abundante, sendo chamadas de células epitelidides, em virtude da sua
semelhanga com as células epiteliais da pele, como também podem se fundir
para formar células gigantes multinucleadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Macré6fagos ativados, de maneira geral, s&o um pouco maiores que 0s hao
ativados, principalmente devido ao aumento de volume citoplasmatico (STITES;
TERR, 1992). Além disso, apresentam atividade metabdlica, motilidade e
atividade fagocitica aumentada, o que os torna muito mais eficientes no processo
de destruicdo de patdgenos, bem como se acentua a habilidade destas células
para aderir e espalhar-se em substratos, e modificam-se propriedades como a
taxa de endocitose e a fusdo de lisossomos com vacuolos endociticos
(VENKATA-REDY; GANGADHARAN, 1992).

A ativagdo dos macrofagos pode ocorrer de diversas maneiras, tais como:

contato direto com  micro-organismos ou particulas inertes, com
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lipopolissacarideos (LPS) bacteriano, produtos do préprio tecido danificado, com
componentes protéicos do sistema complemento ou da coagulagdo sanguinea.
Os macréfagos também podem se tornar ativados pela indugdo de certas
citocinas que podem ser secretadas por linfocitos que estejam ao redor (STITES;
TERR, 1992).

LPS é um lipopolissacarideo complexo composto por um polissacarideo
hidrofilico e um dominio hidrofébico conhecido como lipidio A. E o maior
componente da membrana externa de bactérias gram-negativas e um dos mais
potentes iniciadores microbianos da inflamacdo. Ele ativa mondcitos e
macrofagos para a producgéo de citocinas pro-inflamatérias tais como o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8 e IL-12. Os macréfagos
também secretam em resposta ao LPS, uma ampla variedade de outros
mediadores de resposta biologica, incluindo fator ativador de plaquetas,
prostaglandinas, enzimas e radicais livres (RL), como o o6xido nitrico (NO)
(RAETZ, 1990; COHEN, 2002).

Macrofagos sédo células onipresentes que estdo envolvidas em processos
fisiol6gicos como a destruicdo de patdgenos (DIA; BERHOW; MEJIA, 2008).
Estas células fagociticas respondem tipicamente aos micro-organismos quase tao
prontamente quanto os neutrofilos, entretanto, persistem muito mais tempo nos
locais de inflamacdo. Ao contrario dos neutrofilos, os macréfagos ndo sao
terminalmente diferenciados e podem sofrer divisdo celular em um local
inflamatorio. Sendo assim, estas células sdo dominantes nos estagios mais

tardios da resposta imunologica natural (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).
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Os macrofagos internalizam, processam e digerem o antigeno, bem como
o0 apresentam aos linfocitos, os quais irdo produzir moléculas as quais irdo
desencadear respostas em outras células. Por outro lado, os linfocitos também
vao produzir moléculas mediadoras que vao para os macrofagos, ativando-os, ou

seja, potencializando sua agéo (STITES; TERR, 1992).

2.2.1 Fagocitose de micro-organismos

O processo de digestdo de antigenos ocorre através da fagocitose,
realizada por neutrofilos e macréfagos. Esta pode ser definida como um processo
ativo de englobamento de particulas grandes (>0,5 um de didmetro) dependente
de energia. A destruigdo microbiana ocorre em vesiculas formadas na fagocitose,
e dessa maneira, os mecanismos de destruicdo, que poderiam lesionar o fagocito,
sé&o isolados do restante da célula (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

A primeira etapa da fagocitose é o reconhecimento do micro-organismo
pelo fagocito, este reconhecimento ocorre devido aos macréfagos expressarem
receptores que reconhecem especificamente os micro-organismos. Alguns desses
receptores sao de reconhecimento padrao, incluindo lectinas tipo C e receptores
scavengers. Os receptores de reconhecimento padrao podem contribuir para a
fagocitose somente de organismos que expressam padrbes moleculares
particulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Estes reconhecem
especificamente unidades de carboidratos, as quais se ligam, permitindo assim a
internalizacdo de glicoproteinas terminadas em manose, L-fucose e N-

acetilglucosamina (SHEPHERD et al., 1981). O receptor para manose nao é
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expresso em mondcitos circulantes. Em macréfagos a sua expressao é regulada,
os glicocorticéides aumentam sua expressdo, enquanto que o interferon gama
(IFN-y) diminui (STAHLL et al., 1984).

Outro grupo de receptores nos fagoécitos reconhece certas proteinas do
hospedeiro que revestem micro-organismos. Essas proteinas sdo chamadas de
opsoninas, e incluem anticorpos, proteinas do complemento e lectinas.
Denomina-se de opsonizagdo o processo de revestir um micro-organismo para
torna-lo um alvo para a fagocitose (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Um dos métodos mais eficientes para opsonizar micro-organismos é
revesti-los com anticorpos. Os anticorpos possuem locais de ligagao de antigeno
em uma extremidade, e a outra extremidade, chamada regido Fc, interage com
as células efetoras e moléculas do sistema imunologico natural. Os fagécitos
expressam receptores de alta afinidade para Fc chamados FcyRI especificos para
um tipo de anticorpo chamado IgG. Assim, se um individuo responder a uma
infeccdo produzindo anticorpos IgG contra antigenos microbianos, as moléculas
IgG se ligam a esses antigenos, as extremidades Fc dos anticorpos ligados
podem interagir com FcyRIl nos fagocitos, e o resultado final é a fagocitose
eficiente dos micro-organismos. Sendo que podem ser produzidos muitos
anticorpos diferentes que ligam muitos produtos microbianos diferentes, a
opsonizagdo mediada por anticorpo contribui para a fagocitose de uma variedade
maior de micro-organismos do que os receptores de reconhecimento padréo. Os
anticorpos IgG séo essenciais para a fagocitose eficiente de muitos organismos,
entretanto, eles s&o na realidade um produto do sistema imunol6gico adquirido

(linfécitos B) que emprega células efetoras do sistema imunologico natural
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(fagocitos) para executar suas fungdes protetoras (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Quando o micro-organismo ou particula se ligar a receptores em um
macréfago, a membrana plasmatica na regido dos receptores comeca a se
redistribuir e estende uma projegédo em forma de concavidade em torno do micro-
organismo. Por conseguinte, a concavidade de membrana protrusa se estende
além do didametro da particula, o topo da concavidade se fecha por cima (zip up) e
destaca o interior da concavidade para formar uma vesicula intracelular
(fagossomo) “com o lado de dentro para fora”. Esta vesicula contém a particula
estranha ingerida, e se afasta da membrana plasmatica. Os receptores da
superficie celular também fornecem sinais ativadores que estimulam as atividades
microbicidas dos fagocitos. O antigeno fagocitado € destruido e, ao mesmo
tempo, peptideos sao gerados a partir das proteinas microbianas e apresentados
aos linfocitos T para iniciarem respostas imunes adquiridas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008).

Diversos receptores que reconhecem micro-organismos, tais como os TLR,
os receptores acoplados a proteina G, os receptores Fc e C3 e os receptores de
citocinas, principalmente IFN-y, atuam cooperativamente para ativar os fagocitos
a destruirem os micro-organismos ingeridos. Os fagossomos entdo se fundem
com os lisossomos, resultando na formacédo de fagolisossomos, onde os
mecanismos microbicidas sao concentrados. Os macréfagos ativados produzem
diversas enzimas proteoliticas nos fagolisossomos, os quais funcionam para
destruir micro-organismos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Aléem disso, para

eliminar essas particulas ingeridas, eles produzem espécies reativas de oxigénio
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(ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (KARNOVSKI; LAZDINS, 1978;
NATHAN, 1985; FADOK et al.,, 1993; MARCINKIEWICZ, 1997; HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 1999).

2.2.2 Producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelos macrofagos

Os macroéfagos convertem o oxigénio molecular em ERO, os quais sao
altamente reativos na oxidagdo de agentes que destroem os micro-organismos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). A geragdo de radicais livres ocorre
principalmente através do sistema da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidases. As NADPH oxidases constituem um grupo de enzimas
transmembrana presentes nos fagocitos, que catalisam a transferéncia de
elétrons através da membrana celular (BABIOR, 1999; BEDARD; KRAUSE,
2007).

As NADPH oxidases s&o constituidas por componentes citosolicos e por
uma flavoproteina ligada @ membrana de vesiculas secretoras que, sob estimulo,
se fundem a membrana plasmatica. Nos fagécitos as NADPH oxidases
encontram-se normalmente inativas, porém, quando estas células sé&o
estimuladas com agentes apropriados, ocorre a translocacdo de proteinas
fosforiladas para a membrana, onde se associam com o citocromo bssg, formando
a NADPH oxidase ativa (YAMAGUCHI; KANEDA, 1988; JOHANSSON et al.,
1995; PARK et al., 1992; PARK; BABIOR, 1992; BABIOR, 1992; SEGAL; ABO,
1993). A agregacdo do complexo NADPH oxidase permite o inicio da

transferéncia eletrénica, a partir do substrato (NADPH), para o oxigénio molecular,
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gerando anion superédxido e em seguida, outras ERO. Ao mesmo tempo, todo o
complexo é levado para a membrana celular, através da fusdo dos granulos com
a membrana. Esta fusdo leva a liberagdo de ERO também para o meio
extracelular (BABIOR, 1999).

As ERO, que podem ser divididas em: radicais livres de oxigénio, sendo
estas espécies altamente instaveis e de vida curta, como o superoxido (O2"),
oxigénio singlete ('O,) e radical hidroxila (OH’) e radicais mais estaveis e
oxidantes n&o-radicalares como acido hipocloroso (HOCI), peréxido de hidrogénio
(H202) e ozbnio (O3) (BABIOR, 1999; QUINN; AMMONS; DELEO, 2006).

Este mecanismo pelo qual as ERO sédo produzidas € denominado de
exploséo respiratoria (burst respiratério) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Os
produtos do burst respiratorio destroem os patdégenos fagocitados ou presentes
no meio extracelular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Além das ERO, os macréfagos também produzem espécies reativas de
nitrogénio (ERN). Dentre os intermediarios reativos do nitrogénio, destaca-se o
NO, produzido pela agdo de uma enzima chamada 6xido nitrico sintase induzida
(INOS). A INOS é uma enzima citosélica que esta ausente em macrofagos em
repouso, mas pode ser induzida em resposta a outros produtos microbianos que
ativam os TLR, especialmente em combinacdo com IFN-y. A iINOS catalisa a
converséao de arginina em citrulina, e o gas de NO ¢ liberado. Existem evidéncias
de que o NF-kB o fator de transcrigcdo envolvido na expressao do gene da iNOS
(GRISCAVAGE; WILK; IGNARRO, 1996). Nos fagolisossomos, os radicais NO e
O," reagem para formar peroxinitrito (ONOO-). Desta forma, ERO e NO podem

agir sinergisticamente causando citotoxicidade, pois o peroxinitrito € um poderoso
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oxidante capaz de nitrar proteina, enfraquecendo, desse modo, a atividade de
diferentes enzimas mitocondriais, levando a uma diminuicao nos niveis de energia
(CADENAS; CADENAS, 2002).

O NO é uma molécula que desempenha um papel fundamental na
patogénese da inflamagcdo e € considerado como um mediador proé-inflamatoério
(DIA; BERHOW; MEJIA, 2008). iINOS € expressa e continuamente ativa durante
inflamagdes, onde esta envolvida a defesa do hospedeiro contra patdégenos
(CADENAS; CADENAS, 2002). O aumento na transcricdo do gene para esta
forma da enzima é observado em resposta a diferentes estimulos, como citocinas
(por exemplo, IL-1, IFN-y, TNF-a), bactérias, ou produtos bacterianos (por
exemplo, LPS) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1994; JAMES, 1995), desta forma
a INOS tende a produzir altas concentragbes de NO na célula (CADENAS;
CADENAS, 2002). Além disso tém sido demonstrado que o NO desempenha um
papel importante na inflamacdo associada a carcinogénese pela modificagao
direta do DNA e inativagcdo das enzimas de reparo do DNA (DIA; BERHOW;
MEJIA, 2008).

O NO produzido por macréfagos esta envolvido na agéo citotdxica exercida
por estas células, para certos micro-organismos e células tumorais (PRINCE;
GUNSON, 1993; COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994; MONCADA; PALMER,;
HIGGS, 1994; MAYER; HEMMENS, 1997). Outras acbes descritas para o NO
incluem ainda a protecdo contra os danos sistémicos induzidos por citocinas,
assim como a inibicdo da adesdo e migragao de leucocitos através do endotélio
vascular da camada celular endotelial (KUBES; KUROSE; GRANGER, 1994).

Porém, a producdo descontrolada de NO pode levar a uma resposta maciga
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toxica, implicada em uma série de doencas inflamatérias (COTRAN; KUMAR;
ROBBINS, 1994; ZHUANG; WOGAN, 1997).

Nesse sentido, a ativagdo dos macréfagos lhes permite, entre outras
fungdes, adquirir uma grande capacidade de eliminar micro-organismos e
algumas células tumorais, principalmente devido a producé&o de espécies reativas
do oxigénio, como também de nitrogénio (WOOD; AUSTYN, 1993). No entanto,
os produtos microbicidas destas células nao distinguem entre tecidos proprios e
micro-organismos, sendo assim, se esses produtos entram no ambiente
extracelular, eles sdo capazes de causar lesédo tecidual (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008).

ERO e ERN sao consideradas moléculas tdxicas, especialmente quando
sob forma de RL. Aos efeitos nocivos das reagbes de oxidagédo induzidas pelos
RL e capazes de lesar as estruturas dos sistemas bioldgicos, da-se o nome de

estresse oxidativo (LEITE; SARNI, 2003).

2.2.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode ser benéfico nos casos de infecgdo, quando
ocorre producéo de RL por células fagocitarias para eliminar micro-organismos
invasores. No entanto, passa a ser prejudicial quando a inflamagéo se torna
sistémica, como na sepse, em que a perda de controle da produgéo de RL pode
causar lesdo. Esta condicao pode ser resultado do excesso na producéo oxidante

ou da deplegao das defesas antioxidantes (LEITE; SARNI, 2003).
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ERO podem facilmente reagir com macromoléculas incluindo lipidios,
proteinas e DNA (CADENAS; CADENAS, 2002) . Todos os componentes
celulares sédo suscetiveis a acdo das ERO, porém a membrana € um dos mais
atingidos em decorréncia da peroxidac&o lipidica, que acarreta alteragbes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997), altera a fluidez destas e leva a perda da integridade celular
(CADENAS; CADENAS, 2002). Consequentemente, ha perda da seletividade na
troca ionica e liberagdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas
dos lisossomas, e formagédo de produtos citotoxicos (como o malonaldeido),
culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). A lipoperoxidagcao também
pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a
exacerbacéo da toxicidade de xenobibticos (SHAN; AW; JONES, 1990).

Os RL de oxigénio em situagbes fisiologicas de desequilibrio oxidativo
podem produzir graves alteracbes no DNA (ROCHE; ALVIRA, 1996). Essas
lesdes podem ocorrer devido a oxidacao direta dos acidos nucléicos ou, muitas
vezes, podem levar a formacédo de quebras em uma das cadeias do DNA ou
quebras simples em posi¢cdes aproximadamente simétricas nas duas cadeias do
DNA. Além disso, quebras simples podem gerar quebras duplas durante a
replicacéo celular. Mais de vinte diferentes tipos de danos nas bases do DNA
foram identificados apds a exposicédo dessa biomolécula as diversas formas de
estresses oxidativos, tanto in vitro quanto in vivo. Quando o tipo e a quantidade de
danos superam a capacidade de reparo das células, estes podem levar as células
a morte, ou resultarem na incorporacdo de mutagcbes no genoma, sendo

transmitidas para as geragdes futuras. Mais ainda, essas mutagbes podem
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provocar efeitos genotoxicos severos e, consequlientemente, gerar instabilidade
genbmica e até aparecimento de cancer (BERRA; MENCK; MASCIO, 2006).

Nos aminoacidos, espécies radicalares podem reagir na cadeia lateral,
onde atacam preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e
fenilalanina, e, em menores propor¢des, arginina e asparagina. Os ataques aos
aminoacidos que compdem as proteinas podem gerar danos como clivagens de
ligacbes com ou sem geracéo de fragmentos e ligagdes cruzadas, o que pode ter
como consequUéncia perda de atividade enzimatica, dificuldades no transporte
ativo através das membranas celulares, citélise e morte celular (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Além de seu efeito geral citotoxico, os RL atuam como mensageiros das
vias de sinalizagdo intracelular das células inflamatérias. Um exemplo é a
ativacdo do NF-kB, induzida pelo peroxido de hidrogénio e bloqueada por varios
antioxidantes, incluindo a vitamina E. O NF-kB & um fator central de transcricéo,
envolvido na regulagédo de numerosos genes pro-inflamatorios, incluindo muitas
citocinas (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-2), fatores de crescimento hematopoiéticos,
moléculas de adesao celular e a iINOS. Esse fator nuclear é considerado um
importante mediador no sinal de transdugdo para endotoxinas e atividade
inflamatoria induzida por citocinas (LEITE; SARNI, 2003).

O organismo se defende da agressdao de ERO e dos danos celulares,
utilizando diferentes mecanismos. Para proteger-se, a célula possui um sistema
de defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do
agente antes que ele cause lesao, esta linha é constituida por glutationa reduzida

(GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase
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(GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a fungéo de reparar a leséo
ocorrida, sendo constituida pelo acido ascérbico, pela glutationa-redutase (GSH-
Rd) e pela GSHPx, entre outros. Com excegéo da vitamina E (a-tocoferol), que é
um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes
esta no meio intracelular (ROSS; MOLDEUS, 1991; HEBBEL, 1986).

A SOD elimina o radical superéxido produzindo H,O, (GARCIA, 2000).
Desta forma a SOD previne a conversdo do Oxido nitrico em suas formas
oxidativas, tais como o peroxinitrito (ONOQO") (LEITE; SARNI, 2003), pois este é
originado quando o NO combina-se com o radical superoxido (CADENAS;
CADENAS, 2002). A CAT é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a
redugéo do H,O, a H,O e O, (MAYES, 1990).

A GSH esta presente na maioria das células e € o tiol (-SH) mais
abundante no meio intracelular (MEISTER; ANDERSON, 1983). Sua capacidade
redutora & determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina. A GSH pode
ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula (GALLEANO; PUNTARULO, 1995). Apos exposi¢cao da
GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidagcdo a GSSG (HEBBEL, 1986). A
recuperacdo da GSH é feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial para
manter integro o sistema de protecdo celular (GILBERT; MCLEAN, 1997).
Habitualmente, a reserva intracelular de GSH-Rd é alta e somente uma grave
deficiéncia desta enzima resultara em sinais clinicos (FRISCHER; AHMAD, 1987).
A GSH-Rd €& uma flavoproteina dependente da nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da

integridade da via das pentoses (ROSS; MOLDEUS, 1991). A GSH-Px catalisa a
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redugdo do perdxido de hidrogénio (H2O;) e peroxidos organicos para seus
correspondentes alcodis as custas da conversdo da GSH a GSSG (SHAN; AW;
JONES, 1990). Embora a GSH-Px tenha acdo fundamentalmente citosdlica, in
vitro ela é capaz de reduzir hidroperdxidos de membrana (HEBBEL, 1986). A GPX
juntamente com a CAT sé&o os principais varredores enzimaticos de EROs (LEITE;
SARNI, 2003).

Existem ainda os antioxidantes ndo enzimaticos, estes derivam
principalmente da dieta, como a mencionada vitamina E, além da vitamina C,
coenzima Q, betacarotenos e o glutationa e seus precursores (GARCIA, 2000;
LEITE; SARNI, 2003). Dentre os componentes da dieta com atividade
antioxidante, podemos destacar os compostos fenélicos de fontes vegetais, estes
apresentam significante capacidade antioxidante e sdo associados a baixa
incidéncia e baixa mortalidade de cancer em seres humanos (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY, 2004). Dentre os flavondides destacamos as isoflavonas
encontradas no grao de soja, brotos de alfafa, sementes de linhacga, trevo
vermelho e outros vegetais. Estes compostos apresentam as atividades
antioxidantes, bactericida, antifungica, anticarcinogénica, antinflamatoria,
antimutagénica, antihipertensiva, antiviral, antiproliferativa, estrogénica e as vezes

antiestrogénica (FERREIRA, 2002).

2.3 DIMORFISMO SEXUAL NA RESPOSTA IMUNE DE MACROFAGOS

O dimorfismo sexual no sistema imunolégico de fémeas e machos esta

bem estabelecido (TALAL, 1992; ANSAR-AHMED; PENHALE; TALAL, 1985). As
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diferentes respostas imunes dependentes do sexo sao geralmente atribuidas a
influéncia de estrégenos, progesteronas e andrégenos, embora ainda tém-se
pouca informagdo sobre os mecanismos de acéo especificos de esterdides em
células do sistema imunolégico (EIDINGER; GARRETT, 1972; BUCKLEY;
DORSEY, 1971).

Respostas imunes de fémeas sdo mais efetivas do que em machos, como
€ mostrado pela mais rapida rejeicdo de aloenxertos, uma maior capacidade de
regredir tumores e sua baixa incidéncia de certos tumores (MEISSNER;
DIAMDOPOULOS, 1977). As fémeas também tém em geral uma maior
resisténcia a varias infecgbes bacterianas e virais, desta forma, as suas maiores
capacidades imunologicas podem contribuir para a sua maior sobrevida
(WILLOUGHBY; WATSON, 1969; HAMILTON; HAMILTON; MESTLER, 1969). No
entanto, estas caracteristicas verificadas no sistema imune feminino podem estar
ligadas a uma maior incidéncia de doencgas autoimunes (ANSAR-AHMED,;
PENHALE; TALAL, 1985).

Os esterdides sexuais modulam as respostas imunes, sendo que o0s
estrogénios parecem estimular as respostas imunes, enquanto os androgénios e
a progesterona mostram um efeito oposto. Todavia os estrogénios ainda podem
ser tanto imunoestimuladores (em baixas doses) como imunossupressores (em
altas doses) (GROSSMAN; ROSSELE; MENDENHALL ,1994).

Em 1969 foi demonstrado pela primeira vez que o estrogénio aumenta a
atividade fagocitica de macréfagos de camundongos, desde entdo um crescente
numero de artigos tém apoiado a idéia de que hormdnios sexuais esteroidais tém

potentes efeitos na funcionalidade de macrofagos (VERNON-ROBERTS, 1969).
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Demonstrou-se também que o numero de granul6citos humanos (células
progenitoras de macréfagos) é aumentado pela concentragéo fisiolégica de
estrogenos (MAOZ et al., 1985; BARAK et al., 1986). Isto € bem observado
durante a gravidez e em outros momentos em que ocorrem alteragbes nos niveis
estrogénicos. Na gravidez o numero de macrofagos humanos e sua capacidade
fagocitica aumentam com crescentes concentracdes de estrogeno (VERNON-
ROBERTS, 1969). Em contrapartida, estudos demonstram que, neste periodo,
ocorre supressao do sistema imune celular para prevenir a rejeicdo materna fetal
(GROSSMAN, 1984). A progesterona tem efeito imunossupressor sobre o
sistema imune celular e pode aumentar a atividade dos linfocitos supressores T
(CD8). Em baixas concentragdes, estimula a secregéo de IL-a e TNF-a; enquanto
em niveis mais elevados, tem uma acao inibitéria sobre a sintese e secrecéo
destas citocinas. O papel supressivo da progesterona € evidenciado pelo
conhecimento de que muitas doencgas autoimunes, como a artrite reumatoide e a
esclerose multipla, podem melhorar com a gravidez e piorar depois do parto (JAIN
et al., 2004).

Estudos revelam que niveis baixos de estrogénio, observados em animais
castrados ou em mulheres apdés a menopausa, atenuam a resposta imune e
predispdem o organismo a invasdo microbiana e infeccao (OLSEN; KOVACS,
1996; MEDEIROS; OLIVEIRA; YAMAMOTO, 2003). Tém-se observado que
mulheres na pos-menopausa tém menor numero de células secretoras de
citocinas do que na pré-menopausa, entretanto a perda da fun¢ao ovariana com a
menopausa esta associada ao aumento dos marcadores séricos pro-inflamatérios

(IL-1, IL-6, TNF-a, selectina-E, moléculas de adesao intracelular ICAM-1) e
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hiperesponsividade das células do organismo a estas citocinas em consequéncia
do aumento no numero de receptores e co-fatores facilitadores da acéo das
citocinas (KELLER; ZHANG; YAO, 2001; VERTHELYI; KLINMAN, 2000). Na
caréncia de estrogenos observou-se um aumento nas citocinas pré-inflamatoérias
IL-1, IL-6 e TNF-a e na atividade do fator estimulante de colbnias secretadas
pelos macréfagos granulécitos (GM-CSF) foi detectado em cultura de mondcitos
circulantes, macréfagos medulares e osteoblastos (YASUI et al., 2007).

Os esterdides sexuais podem regular o numero de mondcitos, sua
producdo de citocinas e a diferenciacdo destes em macrofagos, exercendo suas
funcdes sobre o sistema imunolégico por modificar a secrecdo das citocinas
imunomoduladoras e regular a expressao de receptores na superficie celular
(MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007).

A inibicdo da proliferacdo das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) pode estar relacionada a acéo dos estrogénios (PRABHALA et al., 1998).
Especificamente o estradiol aumenta as concentracdes de IgA e IgG nas
secre¢cdes do utero, bem como estimula a expressao do mRNA do IFN-y nos
linfocitos e a expressdo dos receptores desta citocina no endométrio
(MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007).

A regulagao do sistema imune pelos hormdénios esterdides sexuais requer
que as células deste sistema expressem receptores adequados (TALAL, 1992).
Os receptores para diferentes hormonios diferem nos diversos tipos de células do
sistema imunolégico, tanto em numero como na atividade destes receptores,
sendo estes dependentes da ativagdo celular. Estas células podem ligar

prolactina, horménio de crescimento, corticosterdides, estradiol e testosterona



Programa de Pés-Graduagao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTROQO)

39

(MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007). Os receptores de estrogénio (RE) tém
sido relatados em macréfagos de ratos e humanos (FRAZIER-JESSEN;
KOVACS, 1995).

Os RE apresentam-se sob duas principais isoformas, alfa (REa) e beta
(REB), as quais sao codificadas por diferentes genes (DIEZ-PERES, 2006). RE
séo receptores ligantes dependentes, ou seja, para sua efetiva ativacao e funcéo
necessitam interagir com o hormonio (estrogénio) ou outras moléculas ligantes, os
moduladores seletivos do receptor de estrogénio (SERM). A ligacdo do hormdnio
ou dos SERM com o RE pode conduzir a respostas celulares distintas que
ocorrem por diferentes vias de sinalizagcdo, a gendmica e a nao gendmica
(SIMONCINI; GENAZZANI; LIAO, 2002). Quanto a via de sinalizagdo gendmica,
sabe-se que a funcdo dos RE & de fatores de transcricdo ligante dependente,
onde RE modulam a expresséo de genes pela ligagdo com elemento responsivo
ao RE, o ERE (do inglés “Estrogen Response Element”). Cumpre ressaltar que a
resposta da ativagcéo do receptor pelo estrogénio difere da ativagao induzida pelos
SERM, pois estudos mostraram que sequéncias consenso (ERE) séo
reconhecidas em genes diferentes resultando em efeitos agonistas e antagonistas
descritos para o receptor (DIEZ-PERES, 2006). A via de sinalizagdo néao
genbmica caracteriza-se pela resposta rapida, cujo mecanismo ainda ndo esta
elucidado, mas que possivelmente envolve a regulacdo da MAK cinase e
ERK/AKT (HO; LIAO, 2002).

Muitos compostos de diversos grupos quimicos podem ativar o RE, e hoje
mais de setenta moléculas ja foram descritas como pertencentes ao grupo dos

SERM, dentre as quais incluem-se os fitoestrogenos (DIEZ-PERES, 2006).
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2.4  FITOESTROGENOS DA SOJA

A acgdo estrogénica e antiestrogénica de algumas substancias derivadas de
plantas é conhecida ha algumas décadas e, por esta razdo, sdo denominadas de
fitoestrogenos (FE). Historicamente, estas plantas foram utilizadas por povos das
civilizagbes antigas. O pomegranato (Punica granatum) era o simbolo de
imortalidade, fertilidade e amor na religido Oriental, na mitologia grega e judaica
esta substancia apresentava poderes lendarios. No Antigo Egito, o pdlen do gréao
da planta Phonix dactylifera era usado para induzir a fertilidade nas mulheres
(HAN et al., 2002).

Os FE sao compostos de origem vegetal que atuam de forma similar aos
estrogénios endogenos, sao substancias vegetais estrutural e funcionalmente
semelhantes ao estradiol (KNIGHT; EDEN, 1996). Ha um interesse crescente no
uso dos estrogenos vegetais, particularmente daqueles encontrados em produtos
de soja, como uma alternativa potencial na terapia de reposigdo hormonal.
Estudos demonstram uma menor incidéncia de sintomas da menopausa em
mulheres asiaticas devido a sua dieta rica em soja. Além disso, uma alta ingestao
de FE esta associada com uma menor incidéncia de cancer de mama (AN et al.,
2001). Muitos s&o os mecanismos pelos quais os FE podem desempenhar agéo
quimiopreventiva, incluindo propriedades antiproliferativas, modulagéo de enzimas
envolvidas na esteroidogénese e proteinas de ligagdo, indugdo da apoptose
(VOGEL et al., 2006), atividade antioxidante (RUFER; KULLING, 2006), inibicao as

enzimas tirosina quinase e DNA topoisomerase Il, envolvidas no controle do
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crescimento celular (THAM, 1998) e afinidade com os receptores de estrogénio
(KOSTELAC; RECHKEMMER; BRIVIBA, 2003).

Os trés maiores grupos de FE encontrados sao: flavonas, isoflavonas e
cumestranos, sendo o poder estrogénico destas substancias variavel (HAN et al.,
2002). As isoflavonas estao presentes principalmente em produtos a base de soja,
mas também em outros graos como na ervilha verde, lentilha, legumes, feijdo e
seus derivados (LIGGINS et al., 2000).

As isoflavonas sdo compostos polifendlicos nao esteroidais e podem ser
encontradas na soja principalmente nas formas de [(-glicosideos conjugados:
genistina, daidzina, glicitina, acetil daidzina, acetil glicitina, acetil genistina, malonil
daidzina, malonil glicitina e malonil genistina; e sob a forma de agliconas:
genisteina, daidzeina e gliciteina (KUDOU et al., 1991; BARRET, 2006; LAMPE,
2009).

A soja é particularmente rica nas isoflavonas genisteina e a daidzeina
(NAKAYA; TACHIBANA; YAMADA, 2005). Ap6s o processamento de um grao de
soja, a quantidade de isoflavonas € de aproximadamente 2.661 ug/g, dos quais
53,58% seriam genisteina, e 35,36% de daidzeina (SAKAI; KOGISO, 2008).

As isoflavonas juntamente com as chalconas, flavanonas, flavanonois,
flavonas, flavondis, flavan-3-ols e antocianidinas sdo as subclasses de um grupo
denominado de flavonoides (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Os
flavonoides sdo compostos polifendlicos que sdo amplamente encontrados no
reino vegetal. Como componentes intrinsecos das frutas, legumes e bebidas,
muitos dos 4.000 diferentes flavondides conhecidos sao parte da dieta humana

regular. Os flavonoides sdo compostos de dois anéis aromaticos ligados por trés
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atomos de carbono que formam um heterociclo oxigenado. Variagdes sobre
estruturas basicas dos flavondides produzem diferentes classes de flavonoides
(Figura 1). Estas variacdes estruturais podem explicar as diferengas observadas

na bioatividade destes compostos (COMALADA et al., 2006).

2 -

&
8

flavanal isoflavona flavan-3-ol antocianidina

Figura 1 - Variagdes das estruturas basicas dos flavondides.
Fonte: COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009.

Os flavondides possuem varias atividades biolégicas e farmacoldgicas,
incluindo propriedades antioxidantes, antitumorais, antiangiogénicas,
antiinflamatdrias, antialérgicas e antivirais. Destas atividades biologicas, a
capacidade antiinflamatéria dos flavondides tem sido muito utilizada na medicina
chinesa e nas industrias de cosméticos como extratos vegetais brutos, bem como,
alguns flavondides tém sido utilizados para inibir a inflamag&o crénica em varios
modelos experimentais em animais. Assim, os flavondéides podem ser

considerados promissoras drogas antiinflamatérias (COMALADA et al., 2006).
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2.4.1 A atividade estrogénica das isoflavonas no sistema imune

O sistema imunolégico é um alvo importante dos estrogénios, e os dados
recentes indicam que um grupo de FE, as isoflavonas, podem produzir
efeitos imunolégicos (COOKE; SELVARAJ; YELLAYI, 2006). As isoflavonas
exercem efeito sobre metabolismo de horménios, nesse sentido estas assumem
atividades estrogénicas, como prevencao da perda 6ssea e decréscimo do nivel
de lipoproteina de baixa densidade (KURZER, 2000; NAKAYA; TACHIBANA;
YAMADA, 2005). Nessa classe, a genisteina e a daidzeina da soja sdo os mais
consumidos na dieta (PERRY et al., 2007).

Devido a semelhanca estrutural com o 17B-estradiol (Figura 2), as
isoflavonas séo capazes de se ligar a dois RE conhecidos, REa e REB (AN et al.,

2001).

ESTROGENIO

ISOFLAVONA

Figura 2 — Semelhanca entre as estruturas quimicas do estrogénio e da isoflavona.
Fonte: PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005.

Entretanto, as isoflavonas tém maior afinidade com apenas um dos RE, e
por isso, sdo consideradas estrogenos fracos. Devido a similaridade estrutural com
o estradiol (Figura 3), a isoflavona genisteina se liga aos RE, levando a formagéo

de complexos que sao funcionalmente equivalentes aqueles formados pela ligagéo
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do 17B-estradiol aos seus receptores especificos (BARNES; SFAKIANOS;
COWARD, 1996). Todavia, a resposta obtida com a genisteina, ndo ¢é tao intensa
quanto com o 17B-estradiol, isto ocorre porque ela possui menor afinidade pelos
RE, esta variacdo depende do tipo de receptor estrogénico (a ou ) presente no

tecido ou 6rgéo especifico (KUIPER et al., 1998).

OH

ESTRADIOL GENISTEINA

Figura 3- Semelhancas estruturais da isoflavona genisteina e do estradiol.
Fonte: DEMMIG-ADAMS; MCCAULEY, 2005.

A genisteina se liga com afinidade maior ao REB, supbéem-se assim que
suas acbes sao mais marcantes naqueles 6rgaos e tecidos nos quais o0s
receptores [ predominam tais como SNC, ossos, parede vascular e trato
urogenital (VALSSECCHI et al., 2008; KUIPER et al., 1998). Estudos demonstram
que ela tem de sete a oito vezes menos afinidade com o REa do que com RER
(KUIPER et al., 1997; AN et al., 2001).

A relativa seletividade da ligacdo da genisteina com REP indica que as
isoflavonas podem produzir diferentes efeitos clinicos em relagdo aos estrogénios
(AN et al., 2001). As isoflavonas podem agir como agonistas, agonistas parciais ou
antagonistas em relacdo ao estrégeno fisioldgico. A poténcia e o efeito gerados
variam de acordo com sua concentragdo tecidual, o tipo celular onde atuam, o tipo

de receptor hormonal ao qual se liga e o estagio de diferenciagédo celular
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(ALVAREZ et al., 2006; BARRET, 2006; YEB; CHANB; LEUNG, 2009). Além
disso, podem ter agdo supressora sobre a sintese estrogénica por agao inibitoria
sobre as enzimas aromatase e 17R-hidroxiesteréide desidrogenase tipo I
(OLIVEIRA; ALDRIGHI; RINALDI, 2006).

Os macroéfagos expressam RE (NALBANDIAN; KOVATS, 2005), e estudos
tém demonstrado que o estrogénio os ativa, resultando em uma maior producéo
de IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, interferon gama (INF-y) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (MILLER; HUNT, 1996; DELOIA et al., 2002). Entretanto, tem sido
relatado que os macrofagos e monaocitos de humanos posssuem maior expressao
do REa do que do REB (VEGETO et al., 2004; MURPHY et al., 2009), o que
poderia ocasionar diferentes efeitos das isoflavonas nos macrofagos quando
comparados ao estradiol.

Os flavondides apresentam atividades anti-inflamatérias e
imunomoduladoras sobre os macrofagos (KIM et al.,1999). Varios flavondides, por
exemplo, sdo capazes de diminuir a producdo de NO e a expressédo da enzima
INOS em macrofagos RAW 264.7 (SANTANGELO et al.,, 2007). Sadowska-
Krowicka et al. (1998) demonstraram a propriedade da isoflavona genisteina inibir
a producdo de NO induzida por LPS em macréfagos RAW 264.7. A inibicdo da
atividade da iNOS ou a regulacéo da expressao de iINOS pode ser benéfica para
reduzir a resposta inflamatéria. Além disso, uma extensa literatura tem
documentado que altas concentracbes de genisteina sdo uma forma eficaz de
inibir as proteinas tirosinas quinases, essas enzimas estdo envolvidas em muitas
vias de sinalizagdo em varios tipos de células do sistema imunoldgico, tais como

os macrofagos. No entanto, a genisteina inibe tirosinas quinases apenas em
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concentragdes suprafisiologicas, maiores do que as concentragbes que podem ser

obtidas através da dieta (COOKE; SELVARAJ; YELLAYI, 2006).

2.4.2 Efeito da genisteina em macrofagos

Sao escassos os dados disponiveis até o momento que esclaregam os
efeitos da genisteina na funcionalidade dos macrofagos, sendo alguns destes

representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Efeito da genisteina em macréfagos.
FUNCIONALIDADE DOS MACROFAGOS EFEITO AUTORES

Atividade fagocitica ¢ Greenberg, Chang e Silverstein (1993)
McGilvray et al. (2000)

Producdo de NO ¢ Sadowska-Krowicka et al. (1998)
Choi et al. (2003)
Hamalainen et al. (2007)
Dia, Berhow e Mejia (2008)

4 Nakaya, Tachibana e Yamada (2005)
Produgio de H0, y Kim et al. (2001)
Enzima proteina tirosina quinase ¢ Wei et al.(1998)

Kim et al. (2001)

Ativagido do NF-kB v Choi et al. (2003)
Hamalainen et al. (2007)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do fitoestrogeno genisteina na funcionalidade de

macrofagos de ratos machos e de fémeas em diestro ou em proestro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Classificar as fémeas de ratos quanto a fase do ciclo estral em diestro ou

proestro.

Caracterizar machos e fémeas quanto a variacdo de peso corporal,
parametros bioquimicos (glicose, colesterol e ftriglicerideos) e

concentracéo de 17-estradiol sérica.

Verificar a toxicidade dos compostos genisteina, quercetina e 17(3-
estradiol em macréfagos obtidos de machos e de fémeas na presenca e

auséncia de lipopolissacarideos (LPS).

Avaliar a funcionalidade de macréfagos, obtidos de ratos machos e
fémeas em diestro e proestro, tratados com genisteina, quercetina e
17B-estradiol, quanto: a) capacidade fagocitica, b) producéo de éxido
nitrico basal e induzida por LPS, e c) producdo de perdxido de

hidrogénio induzida por LPS.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES
Os reagentes genisteina, quercetina, 17B-estradiol, Zimosan,

lipopolissacarideo (LPS) e MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenytetrazolium
bromide thiazolyl blue) foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical. O dimetilsulféxido
(DMSO) foi adquirido da Biotec. O meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino,
penicilina e estreptomicina foram adquiridos da Vitrocell. Os reagentes para

determinacao da glicose, colesterol e triglicerideos foram adquiridos da Kovalent.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL, OBTENGCAO DO SORO E DOS

MACROFAGOS

O modelo animal utilizado para o ensaio biolégico foi ratos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus var. albinus) machos e fémeas de 110-130 dias fornecidos pelo
Biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Os animais receberam racao (Purina) e agua ad libitum e foram mantidos em
ambiente com controle de temperatura (25°C) e com ciclo claro/escuro de 12 horas.
Todos os procedimentos adotados seguiram as normativas de experimentac&o
animal preconizada pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) que

salienta aspectos de trato e uso humanitario com animais de laboratério, bem como
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obtiveram aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da UEPG,
registrado sob numero 03511/2010.

A Tabela 1 mostra o delineamento experimental proposto para este trabalho,
sendo que os animais foram divididos em trés grupos de acordo com os critérios: a) o

sexo do animal e b) fase do ciclo estral.

Tabela 2 - Delineamento experimental em fun¢do dos grupos.

GRUPO SEXO CICLO ESTRAL
G1 (n=12) Machos .
G2 (n=11) Fémeas Diestro (baixa concentragéo

plasmatica de estradiol)
G3 (n=14) Fémeas Proestro (alta concentragao

plasmatica de estradiol)

No dia anterior ao sacrifico dos animais, que foi realizado por decapitacao,
esses foram deixados em jejum por 12 horas e divididos em 2 caixas, sendo que
uma caixa continha 3 ratos machos e 3 fémeas, separados por uma grade, com o
intuito de induzir as fémeas a proestro por ferdbmonios. E a outra caixa, que foi
mantida afastada dos machos, no laboratério ao lado, que continha 3 fémeas.

Para a formacao dos grupos foi realizado, no dia do experimento, o esfregaco
vaginal das fémeas, para identificacédo da fase do ciclo estral. Para tanto, as ratas
foram imobilizadas e introduziu-se na vagina da rata um cotonete umedecido em
solucao fisiolégica, coletando-se o material epitelial com movimentos rotatdrios

delicados. Posteriormente o material foi estendido sobre uma Iamina limpa, sendo
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esse fixado com uma solugéo alcool éter (3:1) e corado com hematoxilina e eosina
(HE). A identificacéo das fases do ciclo estral foi realizada por microscopia 6ptica de
luz por comparagédo com imagens de laminario fornecido por Marcondes; Bianchi e
Ttanno (2002).

A partir da formacao dos grupos, os animais foram pesados em balancga, para
determinacao de variagdo do peso corporal entre os grupos. As mensuragdes foram
feitas em balanga analitica digital da marca Marte AS 200c., sendo os animais

posteriormente sacrificados.

4.2.1 Coleta do sangue, obtencdo de soro e determinacdo dos parédmetros
bioquimicos (glicose, colesterol e triglicerideos) e concentracdo sérica do 17f-

estradiol

Os animais apods decapitagcdo foram vertidos rapidamente sobre funis
acoplados a tubos de vidros, os quais foram deixados em repouso em temperatura
ambiente por aproximadamente 3 horas para completa coagulagdo sanguinea. Para
a obtencgao do soro realizou-se a centrifugacao a 600 g (centrifuga clinica da marca
Bio Eng BE-4004). O soro foi colocado em tubos tipo eppendorf e armazenados em
freezer em temperatura de -20°C.

A partir do soro foram feitas determinagbes de glicose, colesterol total e
triglicerideos por métodos espectrofotométricos utilizando-se sistemas colorimétricos
e enzimaticos. Os reagentes empregados foram adquiridos da KOVALENT® e as

analises conduzidas conforme instru¢des dos fabricantes. A concentracao sérica de
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17B-estradiol foi determinada por quimiluminescéncia, sendo essas amostras
encaminhadas ao laboratério de analises clinicas Louis Pasteur, Unido da Vitéria —

PR.

4.2.2 Obtengéo de macrofagos peritoneais

Os macrofagos foram obtidos por laparotomia mediana conforme descrito por
Sampaio (2000), injetando-se 10 — 20 mL de PBS (Tampé&o salina fosfato: 137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 8,0 mM NayHPOy4; 0,6 mM CaCly; 1 mM MgCly; 1,4 mM KHPOy; e
pH 7,4) estéril com antibidtico (10.000 U de penicilina e 10 mg de estreptomicina por
litro) na cavidade peritoneal dos animais mortos e posteriormente aspirando—se todo
liquido possivel com auxilio de uma pipeta Pasteur de plastico.

A suspensao de células retirada do animal foi centrifugada para obtencéo dos
macrofagos. O precipitado foi entdo ressuspendido em 30 mL de solugcédo de
hemolise estéril e gelada, foram aguardados de 8-10 minutos com a amostra em gelo
para a completa lise das hemacias, e apds outra centrifugacao, os macréfagos foram
lavados duas vezes com PBS gelado e novamente centrifugados. Todas as
centrifugacdes foram realizadas a 200 g, durante 8 minutos.

Apods a ultima lavagem, os macréfagos foram ressuspendidos em meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 2 mM de bicarbonato de sédio e 10 % de soro
fetal bovino (SFB) e procedeu-se a contagem das células, que foi feita em camara

de Neubauer através da técnica de exclusdo por Azul de Tripan. A concentragao
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celular foi ajustada para 4x10° células/mL também utilizando-se meio de cultura

RPMI com 10% de SFB.

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA GENISTEINA, QUERCETINA E 178-

ESTRADIOL

Para os ensaios de citotoxicidade os macréfagos foram semeados em placas
de cultura de 96 pogos na concentragdo de 4x10° células/pogo e foram incubadas em
estufa de atmosfera umida, com CO; a 5%, para a adeséo celular pelo periodo de 4
horas. Posteriormente os macréfagos foram tratados com: Genisteina (10 yM),
quercetina (10 uM) ou 17p-estradiol (10 nM), na presenca ou auséncia de LPS (10
pMg/mL) e incubadas novamente por 24 horas. Apds este periodo de incubagéo, o
sobrenadante da cultura foi descartado, e sobre as células foi adicionada uma
solucdo diluida 1:10 de MTT (5mg/mL) em meio RPMI com 10% de SFB conforme
descrito por MOSMANN et al. (1983). As células foram mantidas a 37°C por 30
minutos, e o sobrenadante novamente foi desprezado e entao 200 uL de DMSO
foram adicionados ao precipitado formado (formazan), resultado da redugcéo do MTT.

A amostra foi homogeneizada e a cor do sobrenadante foi medida em
espectrofotometro a 550 nm. A viabilidade celular (%) foi calculada pela formula %

viabilidade = (Abs média da amostra x 100) / Abs média do controle.
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4.4 AVALIACAO DA FUNCIONALIDADE DE MACROFAGOS

Para avaliagdo do efeito da genisteina sobre a funcionalidade de macrofagos
de ratos machos e fémeas, as células foram semeadas em placas de 24 ou 96 pocos
na concentragéo adequada para cada experimento (2 ou 4x10° células/pogo). Apoés o
cultivo a 37°C em estufa com atmosfera umida e 5% de CO; por 4 horas, para a
completa adeséo celular, as culturas foram lavadas com PBS estéril e os tratamentos
foram realizados pelo acréscimo de meio de cultivo fresco com duas diferentes
concentragdes (5 uM e 10 uM) nao citotdxicas de genisteina (KIM et al., 2000). Estes
tratamentos foram comparados com os controles de atividade antioxidante, a
quercetina (5 uM e 10 yM) e de atividade estrogénica, o 17B-estradiol (0,01 e 10 WM),
em concentragdes fisiolégicas (YOU et al., 2003), além do controle do veiculo, o
DMSO na concentracdo de 0,5%, concentragdo do solvente empregado para
solubilizacdo das maiores concentragdes dos diferentes tratamentos utilizados neste
trabalho. Todos os experimentos foram realizados na presenca ou auséncia de LPS
solubilizado em PBS (10 pug/mL). Os tratamentos foram realizados por 24 horas, apos
este periodo de incubagdo os sobrenadantes das culturas foram colhidos para a

determinacao da produgao de 6xido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio (H203).

4.4.1 Determinacédo da produgdo de NO

A producdo basal de NO e a induzida por lipolissacarideo (LPS) foi

determinada através da concentragao de nitrito (NO2) no sobrenadante do cultivo de
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células, utilizando-se reagente de Griess, o qual foi adicionado na propor¢éao de 1:1
(v/v) com sobrenadante das culturas, procedendo-se posteriormente a leitura a 550
nm em espectrofotdbmetro. Os valores de leitura foram comparados a uma curva
padrdao de NaNO,, e os resultados obtidos em pM de nitrito liberado por 4x10°
células foram expressos em porcentagem de produgcdo de NO de dados
normalizados pelo controle/DMSO (SAMPAIO, 2000), através da formula: (valor do

NO produzido x 100) / valor médio produzido pelo controle/DMSO.

4.4.2 Determinagédo da producgédo de H,0,

A determinagcdo da produgdo de H,O, foi realizada por espectrofotometria
usando a técnica de xylenol orange, conforme descrito por Fabiani et al. (2009). Para
realizagdo desta técnica o sobrenadante do cultivo dos macrofagos tratados (20 pl)
foi coletado em uma nova placa onde adicionou-se 200 pL de solugédo de cor que
continha 1mL do reagente 1 (25 mM de sulfato de aménio ferroso e 2,5 M de Acido
Sulfurico) e 100 mL do reagente 2 (100 mM de sorbitol e 125uM de xylenol orange)
sendo a absorbancia determinada a 546 nm.

Os valores de leitura foram comparados com a curva padrdo de H»O, e os
resultados em pM de H,O, liberado por 4x10° células foram expressos em
porcentagem de producéo de H,;O, de dados normalizados pelo controle/DMSO,
através da férmula: (valor do H,O, produzido x 100) / valor médio produzido pelo

controle/DMSO.
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4.4.3 Ensaio de fagocitose

Para o ensaio de fagocitose foram semeados sobre as laminulas de vidro
2x10° células/laminulas em placas de 24 pogos. Estas foram incubadas a 37°C em
estufa com atmosfera umida e 5% com CO; por 4 horas, para completa adeséo
celular. Ap6s este periodo de incubacdo, os macréfagos foram tratados com:
Genisteina (5 e 10 uM), quercetina (5 e 10 uM) e 17p-estradiol (0,01 e 10 nM) pelo
periodo de 2 horas em estufa.

Para o ensaio de avaliagdo da capacidade fagocitica propriamente dito, 0 meio
de cultivo dos diferentes tratamentos foi retirado e sobre os macréfagos aderidos as
laminulas foram adicionados meio fresco de cultivo acrescidos com uma suspensao
de Zimosan opsonizadas ou ndo com soro de rato normal, sendo as culturas
mantidas em temperatura ambiente pelo periodo de 1 hora.

Posteriormente, as laminulas foram lavadas com PBS e coradas com
Rosenfeld (Corante May-Grinwald-Giemsa). A capacidade fagocitica foi avaliada por
microscopia Optica, conforme descrito por Sampaio (2000), onde um total de 100
células por tratamento e em duplicata foi contado, sendo a porcentagem de células
determinada pelo numero de macrofagos que fagocitaram 3 ou mais particulas de
Zimosan.

Cumpre ressaltar que para a opsonizagao, o Zimosan foi diluido com soro de
rato normal na proporcao de 1:1, e incubado a 37° C em banho maria, sob agitagao
constante. Ap6s 30 minutos, o Zimosan ja opsonizado foi centrifugado a 550 g por 15

minutos. O precipitado foi lavado com PBS por trés vezes.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.
Utilizando o programa PRISMA Graph Pad 5.01, as comparagbes entre os
tratamentos foram obtidas por teste de variancia ANOVA e a diferenga entre os
grupos foi avaliada pelo pos-teste de Tukey e na comparagdo de dois grupos

isolados empregou-se o teste t.
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5 RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo

cientifico:

Capitulo | — Comparagéo do Efeito da Genisteina na Producdo de Oxido Nitrico,
Peréxido de Hidrogénio e na Capacidade Fagocitica de Macrofagos Peritoneais de

Ratos Machos e Fémeas.
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'COMPARAGAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA PRODUGAO DE OXIDO
NIiTRICO, PEROXIDO DE HIDROGENIO E NA CAPACIDADE FAGOCITICA DE
MACROFAGOS PERITONEAIS DE RATOS MACHOS E FEMEAS.

Camila Juraszeck, Josimar Mariano Borille, Carla Kanunfre

RESUMO

O fitoestrégeno genisteina é uma isoflavona encontrada em abundancia na soja. Ha um grande
interesse em isoflavonas de soja como alternativa para estrogénios enddgenos, ndo s6 em
alteragcdes hormonais (menopausa), como também em processos inflamatérios. A genisteina tem
atividade estrogénica e pode se ligar aos receptores de estrogénio (RE). RE tém sido relatados em
macréfagos de ratos e humanos, e em células de linhagem humana monocitica. De fato, os
estrogénios modulam as respostas imunes, todavia existem evidéncias controversas, de que os
estrogénios ora possuem acado pro-inflamatoria, ora antiinflamatéria. E apesar do dimorfismo
sexual do sistema imunol6gico estar bem estabelecido, existem poucos estudos que elucidem o
papel de compostos bioativos como a genisteina entre os sexos. Neste estudo, investigamos os
efeitos da genisteina na funcionalidade de macréfagos de ratos, avaliando comparativamente
machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral. Para tanto previamente verificou-se a
citotoxicidade deste composto empregando a técnica de redugcdo do MTT. Na sequéncia os
parametros funcionais de macroéfagos avaliados foram: 1) Produgéo de 6xido nitrico (NO) basal e
induzida por LPS, 2) Producéo de peroxido de hidrogénio (H,O,) na presenga de LPS, e 3)
Capacidade fagocitica. Observou-se que a genisteina ndo € téxica e inibiu significativamente a
producdo de NO basal e induzida por LPS em machos e em fémeas em diestro, mas néo inibiu a
produgédo de NO nas fémeas em proestro. A comparacgao do perfil de resposta da genisteina com
quercetina (controle de atividade antioxidante) e 17B-estradiol (controle de atividade
estrogénica), revela que a genisteina apresenta efeito de inibicdo da producdo de NO
intermediario em todos os grupos, sendo o controle quercetina o maior inibidor e o 17p-estradiol o
menor. A produgéo de H,O, foi inibida significativamente pelo tratamento genisteina em todos os
grupos. Todavia a atividade fagocitica dos macréfagos néo foi influenciada pelo tratamento com a
genisteina. Nossos resultados s&o sugestivos de que a genisteina parece ter efeito mais efetivo na
inibicdo de NO em condigbes com baixa concentragdo de horménio, o que corrobora sua agéo
antiinflamatéria quando empregada como fitoestrégeno na menopausa, por exemplo. Em células
previamente moduladas pelo horménio endégeno (estradiol), conforme mostrado também por
outros pesquisadores, o efeito da genisteina é menos acentuado, e pode ser explicado por
downregulation dos RE. Em conclusdo podemos inferir, que para o emprego da genisteina deve
se levar em consideragdo o sexo, e por conseguinte, a concentragao sérica de 173-estradiol.

Palavras-chaves: dimorfismo sexual, 17(B-estradiol, fémeas, fitoestrogenos, genisteina,

macrofagos.
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ABSTRACT

The phytoestrogen genistein is an isoflavone found in abundance in soybeans. There is a
considerable interest in soy isoflavones as an alternative to endogenous estrogens, not just on
hormonal changes (menopause), but also in inflammatory processes. Genistein has estrogenic
activity and can bind to estrogen receptors (ER). ER have been reported in macrophages from
mice and humans, and human monocytic cell line. In fact, estrogens modulate immune responses,
however there are controversial evidences that estrogens sometimes have proinflammatory action,
sometimes anti-inflammatory. And despite the sexual dimorphism of the immune system is well
established, there are a few studies that elucidate the role of bioactive compounds such as
genistein among the genders. We investigated the effects of genistein on mice macrophage
functionality, comparatively evaluating males and females in different phases of the estrous cycle.
For that reason the cytotoxicity of this compound was previously observed using the technique of
reduction of MTT. The Following macrophage functional parameters were successively evaluated:
1) Production of nitric oxide (NO) basal and LPS-activated, 2) Production of hydrogen peroxide
(H20,) in the presence of LPS, and 3) Phagocytic capacity. It was observed that genistein is not
toxic and significantly inhibited NO production induced by LPS at baseline and in both males and
females in diestrus, but did not inhibit NO production in females in proestrus. The comparison of
the response profile of genistein with quercetin (antioxidant activity control) and 17(3-estradiol
(estrogenic control) shows that genistein has an inhibition effect on NO intermediate production in
all the groups, the quercetin control is the greatest inhibitor and 17B-estradiol is the lowest. The
H,O, production was significantly inhibited by genistein treatment in all groups. However, the
phagocytic activity of macrophages was not affected by treatment with genistein. Our results
suggest that genistein seems to have a more significant effect on NO inhibition in conditions with
low hormone levels, which confirms its anti-inflammatory action when employed as a
phytoestrogen menopause, for example. In cells previously modulated by endogenous hormone
(17B-estradiol), as shown by other researchers, the effect of genistein is less pronounced, and can
be explained by downregulation of ER. In conclusion we can infer that, the use of genistein should

account for gender, and therefore, the serum concentration of 17p-estradiol.

Keywords: 17B-estradiol, females, genistein, macrophages, phytoestrogens, sexual dimorphism.
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1 INTRODUGAO

Fitoestrogénios (FE) sdo compostos de origem vegetal que atuam de forma
similar aos estrogénios enddgenos, pois sao substancias estrutural e
funcionalmente semelhantes a esses (KNIGHT; EDEN, 1996). A acao estrogénica
e antiestrogénica destas substancias ja € conhecida ha algumas décadas (HAN et
al., 2002).

Dos trés maiores grupos de FE, flavonas, isoflavonas e cumestranos, (HAN
et al.,, 2002), as isoflavonas sdo as mais encontrados nas dietas, presentes
principalmente em produtos a base de soja (LIGGINS et al., 2000).

Existe um interesse crescente no uso das isoflavonas, como uma
alternativa potencial na terapia de reposicdo hormonal (AN et al., 2001). A
genisteina é considerada a isoflavona mais biologicamente ativa da soja (DIA,
BERHOW; MEJIA, 2008).

As isoflavonas exercem efeito sobre o metabolismo de horménios, e por
conseguinte estas assumem atividades estrogénicas, como prevencéo da perda
Ossea e decréscimo do nivel de lipoproteina de baixa densidade (KURZER, 2000;
NAKAYA; TACHIBANA; YAMADA, 2005).

Devido a semelhanga estrutural com o 17B-estradiol, as isoflavonas s&o
capazes de se ligar a dois RE conhecidos, o alfa e o beta (REa e REB). REPB
exibe maior afinidade com a isoflavona genisteina, enquanto o estradiol possui a
mesma afinidade com REa e RE. A relativa seletividade da ligagédo do RE3 com
a genisteina com indica que as isoflavonas podem produzir diferentes efeitos

clinicos em relagao aos estrogénios (AN et al., 2001).
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Tecidos e células imunes expressam RE (COOKE; SELVARAJ; YELLAYI,
2006), sendo assim, respondem ao estrogénio e aos FE. A ativagdo de RE em
macréfagos (NALBANDIAN; KOVATS, 2005), resulta em uma maior producgéo de
IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, interferon gama (INF-y) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (MILLER; HUNT, 1996; DELOIA et al., 2002).

A existéncia do dimorfismo sexual na resposta imune em humanos e
animais € comprovada pelas observagbes de que fémeas produzem reacao
imunoloégica humoral mais vigorosa, sdo mais resistentes a certas infecgdes,
como infecgbes bacterianas, e sofrem uma maior incidéncia de doengas auto-
imunes, em comparagao com machos (ANSAR-AHMED; PENHALE; TALAL,
1985; BOUMAN; HEINEMAN; FAAS, 2005). De forma que os estrogénios
parecem estimular as respostas imunes, enquanto os androgénios mostram um
efeito oposto (GROSSMAN; ROSSELE; MENDENHALL, 1994).

Ainda nado esta claro o efeito das isoflavonas, como a genisteina, na
funcionalidade de macréfagos, além disso, existem poucos estudos que relatem o
efeito destes compostos entre os sexos. No entanto, uma ampla variedade de
componentes estrogénicos estdo presentes na dieta da populacdo. Nesse
sentido, & necessario investigar melhor os efeitos destes no sistema imune
(NAKAYA; TACHIBANA; YAMADA, 2005).

O objetivo deste estudo foi comparar do efeito da genisteina na producéo
de 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio e na capacidade fagocitica de macréfagos

peritoneais de ratos machos e fémeas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES

Genisteina, quercetina, 17B-estradiol, Zimosan, lipolissacarideo (LPS) e
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenytetrazolium bromide thiazolyl blue)
foram obtidos da Sigma- Aldrich Chemical . O dimetil sulfoxido (DMSO) foi
adquirido da Biotec. O meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino, penicilina e
estreptomicina foram adquiridos da Vitrocell. Os reagentes para deteccdo da

glicose, colesterol e triglicerideos foram adquiridos da Kovalent.

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E OBTENCAO DE MACROFAGOS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus var. albinus)
machos e fémeas de 110-130 dias fornecidos pelo biotério da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os animais foram divididos em trés grupos de
acordo com o sexo e a fase do ciclo estral (através da avaliagdo do material
vaginal). Os animais foram pesados e posteriormente sacrificados por
decapitacdo, e em seguida, realizou-se a coleta de sangue e de soro para
posteriores dosagens de parametros bioquimicos e hormonais.

Para a obtencdo de macréfagos foi realizada laparotomia mediana
conforme descrito por Sampaio (2000), injetando-se 10—-20 mL de PBS estéril com
antibiotico (10.000 U de penicilina e 10 mg de estreptomicina por litro) na
cavidade peritoneal dos animais e posteriormente aspirando—se todo liquido

possivel com auxilio de uma pipeta Pasteur de plastico. Os macrofagos foram
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entdo ressuspendidos em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 2 mM

de bicarbonato de sddio e 10 % de soro fetal bovino .

2.3 ENSAIO DE REDUCAO DO MTT- VIABILIDADE CELULAR

Para os ensaios de citotoxicidade dos compostos utilizados nos
tratamentos, os macréfagos foram semeados em placas de cultura de 96 pocos
na concentragdo de 4x10° cellpogo e foram incubadas em estufa de atmosfera
umida de CO, a 5% para a adesao por 4 horas. Posteriormente os macréfagos
foram tratados com: Genisteina (10 pM), quercetina (10 uM) e 17p-estradiol (10
nM), na presenca ou auséncia de LPS (10 uyg / mL) e incubadas novamente por
24 horas. Apos este periodo, sobre as células foi adicionada uma solucgéo diluida
1:10 de MTT (5 mg/mL) em meio RPMI com 10% de SFB e a viabilidade celular
foi determinada conforme descrito por Mosmann et al. (1983). As células foram
mantidas a 37°C por 30 minutos, e o sobrenadante novamente foi desprezado e
entdo 200 uL de DMSO foram adicionados ao precipitado de cor purpura formado
(formazan), resultado da redugcédo do MTT. A amostra foi homogeneizada e a cor
do sobrenadante foi medida em espectrofotobmetro a 550 nm. A viabilidade celular
(%) foi calculada pela férmula % viabilidade = (Abs média da amostra x 100) / Abs

média do controle.

2.4 ENSAIO DA FUNCIONALIDADE DE MACROFAGOS
Para avaliacdo a funcionalidade de macréfagos, as células foram
semeadas em placas de 24 ou 96 po¢os na concentragdo adequada para cada

experimento (2 ou 4x10° células/poco). Apds o cultivo de 4 horas, as células
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foram tratadas com meio de cultivo fresco acrescidos de duas concentragbes de
genisteina (5 yM e 10 pM), sendo estes tratamentos comparados com os
controles de atividade antioxidante, a quercetina (5 uM e 10 uM) e de atividade
estrogénica, o 17B-estradiol (0,01 e 10 nM), além do controle do veiculo, o DMSO
na concentragao final de (0,5%), na presenca ou auséncia de LPS (10 ug/mL),
sendo as células incubadas novamente por 24 horas. Apos este periodo de
incubagéo os sobrenadantes das culturas foram colhidos para a determinagéo da

producgéo de 6xido nitrico (NO), perdxido de hidrogénio (H20,).

2.4.1 Produgéo de NO

A producdo de NO basal e a induzida por LPS foi determinada através da
avaliagdo por espectrofotometria da concentragdo de nitrito (NO2) no
sobrenadante do cultivo de células tratadas, utilizando-se reagente de Griess. Os
valores de leitura (550 nm) foram comparados a uma curva padréo de NaNOy, e
os resultados obtidos em pM de nitrito liberado por 4x10° células e foram

expressos em porcentagem apds normalizagao dos dados (SAMPAIO, 2000).

2.4.2 Produgéo de H,0,

A determinagao da producéo de HyO, foi realizada por espectrofotometria
usando a técnica de xylenol orange, conforme descrito por Fabiani et al. (2009).
Os valores de leitura (546 nm) foram comparados com a curva padrao de H,0, e
os resultados obtidos em pyM de H,O; liberado por 4x10° células, foram expressos

em porcentagem ap6s normalizagédo dos dados.
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2.4.3 Capacidade Fagocitica

Para o ensaio de fagocitose foram semeados sobre as laminulas de vidro
2x10° macréfagos em placas de 24 pocos. ApoOs este periodo de incubagéo (4
horas), os macréfagos foram tratados conforme descrito no item 2.4 pelo periodo
de 2 horas. A avaliacao da capacidade fagocitica foi realizada pelo acréscimo de
uma suspenséo de Zimosan opsonizadas ou nao com soro de rato normal, sendo
as culturas mantidas em temperatura ambiente pelo periodo de 1 hora.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas com PBS e coradas com Rosenfeld
(Corante May-Griinwald-Giemsa). A capacidade fagocitica foi avaliada por
microscopia 6ptica, conforme descrito por Sampaio (2000), onde um total de 100
células por tratamento e em duplicata foi contado, sendo a porcentagem de
células determinada pelo numero de macréfagos que fagocitaram 3 ou mais

particulas de Zimosan.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média.
Utilizando o programa PRISMA Graph Pad 5.01, as comparacbes entre os
tratamentos foram obtidas por teste de variancia ANOVA e a diferenca entre os
grupos avaliada pelo pés-teste de Tukey e a diferenga entre os grupos foi
avaliada pelo pés-teste de Tukey e na comparacdo de dois grupos isolados

empregou-se o teste t.
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3 RESULTADOS

3.1 VARIACAO DO PESO CORPORAL E PARAMETROS BIOQUIMICOS ENTRE
RATOS MACHOS E FEMEAS EM DIESTRO E PROESTRO

Os machos apresentaram maior média de peso corporal em relagdo as
fémeas em diestro e proesto, que nao diferiram de peso em relagdo a fase do
ciclo estral. Como o esperado, um maior nivel de 17B-estradiol foi obtido nas
fémeas em proestro (25,01 pg/mL). Para fémeas em diestro, bem como para
machos, a média de 17B-estradiol foi menor, sendo 11,11 pg/mL para diestro e
5,82 pg/mL para machos. Com relacdo aos demais parametros bioquimicos
(glicose, colesterol e triglicerideos), as médias obtidas foram similares entre os

grupos (Tabela 1a).

3.2 CITOTOXICIDADE DA GENISTEINA, QUERCETINA E 17B-ESTRADIOL EM
MACROFAGOS PERITONEAIS DE RATOS MACHOS E FEMEAS

Os compostos genisteina, quercetina e 17B-estradiol ndo foram toxicos
para os macréfagos de nenhum dos grupos testados (machos e fémeas em
proestro), visto que n&do houve diminui¢do significativa na viabilidade celular na
presenga e auséncia de LPS. Todavia observou-se aumento na atividade de

desidrogenases mitocondriais (Figura 1a e 2a).
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3.3 EFEITO DA GENISTEINA, QUERCETINA E 17B-ESTRADIOL NA

FUNCIONALIDADE DE MACROFAGOS DE RATOS MACHOS E FEMEAS

3.3.1 Producgéo de NO basal e induzida por LPS

Considerou-se producdo de NO basal o 6xido nitrico produzido por
macréfagos quando estes ndo se encontram ativados. A produgdo de NO
induzida por LPS foi significativamente maior em todos os grupos, quando
comparada a produgéo de NO basal em macréfagos (Tabela 2a).

Na Figura 3a, esta representada a porcentagem de producédo de NO basal
dos macroéfagos de machos e de fémeas, em diestro e proestro, respectivamente.
A genisteina (10 uM) inibiu significativamente a produgéo de NO basal de machos
em cerca de 34% em relacdo ao controle. A quercetina (5 e 10 uyM) foi mais
efetiva na inibicdo da producdo de NO de ratos machos, com porcentagem de
inibicao de 36% e 41% respectivamente.

Nos macrofagos de fémeas em diestro (Figura 3a), a producédo de NO
basal foi significativamente inibida pela genisteina (10 uM) e quercetina (10 uM),
com valores de inibicdo correspondentes a 40% e 37%, respectivamente em
relagéo ao controle.

Nos macréfagos obtidos das fémeas em proestro (Figura 3a) apenas o
tratamento quercetina (em menor e maior concentragdo) apresentou diminuigao
na producdo de NO basal significativa em relacdo ao controle, com inibicado de
24% e 34% respectivamente. Todavia o 17B-estradiol, em ambas as

concentragdes, ndo alterou a producao de NO basal nos diferentes grupos.
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Ao compararmos a porcentagem de inibicdo da producdo de NO basal
entre os grupos empregando o teste t, verificamos que a genisteina 10 yM inibiu
significativamente a produgcéo de NO em machos e em fémeas em diestro quando
comparados as fémeas em proestro (p<0,05). Todavia, ndo observamos mesmo
perfil de inibicdo quando a genisteina foi utilizada na menor concentragédo (5 uM),
pois entre os grupos houve apenas diferenca significativa entre as fémeas em
diestro e as fémeas em proestro (p<0,05).

A porcentagem de produgao de NO induzida por LPS esta representada na
Figura 4a. Em macréfagos obtidos de machos (Figura 4a) a porcentagem de
producdo de NO induzida foi inibida significativamente pelos tratamentos:
Estradiol 0,01 e 10 nM (13% e 16%), genisteina 5 e 10 uM (14% e 15%) e
quercetina 10 uM (15%), quando comparados ao controle.

Nos macrofagos das fémeas em diestro (Figura 4a), a porcentagem de
inibicdo da producdo de NO induzida foi significativa apenas nos tratamentos
genisteina (5 e 10 yM) e quercetina (5 e 10 pM), com os valores de inibicao
correspondentes respectivamente a 25%, 30%, 17% e 31%. Quando a producgéo
de NO induzida por LPS foi comparada grupo a grupo pelo emprego do teste t
observamos diferenca significativa entre macro6fagos de machos e fémeas em
diestro tratados com genisteina 10 uM.

Ao analisar a produgdo de NO induzida nos macréfagos das fémeas em
proestro, observou-se que apenas quercetina 5 e 10 yM inibiu significativamente
a producao de NO em relagéao ao controle (20% e 24%, respectivamente) (Figura

4a).



Programa de Pés-Graduagao em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTROQO)

69

3.3.2 Produgéo H,0, induzida por LPS

Nao foi possivel detectar a produgdo basal de H,O, por macrofagos de
ratos de ambos os sexos, todavia em estado ativado (induzido por LPS) os
macrofagos de ratos machos, fémeas em diestro e proestro produziram baixas
concentragdes de peroxido de cerca de 4 - 6uM H,O; por 4x10° células.

Na Figura 5a observa-se que todos os tratamentos reduziram
significativamente a produgdo de H,O, nos macréfagos de ratos machos, com
porcentagens de inibicdo correspondentes a: 29%, 27% e 26% nas maiores
concentracdes de 173-estradiol, genisteina e quercetina respectivamente.

Os macrofagos obtidos das fémeas em diestro (Figura 5a) apresentaram
inibicdo de 29%, 32% e 37% na produgcao de HyO, nos tratamentos com
genisteina (5 e 10 uM) e quercetina (10 uM), respectivamente.

A producao de H,0O, pelos macréfagos das fémeas em proestro (Figura 5a)
foi inibida significativamente pelos tratamentos estradiol 10 nM, genisteina 5 e 10
MM e quercetina 5 pM, quando comparados ao controle, com os respectivos

valores de inibigao: 23%, 22%, 22% e 20%.

3.3.3 Efeito da genisteina sobre a capacidade fagocitica de macrofagos
opsonizados e ndo opsonizados

O efeito da genisteina, do 17B-estradiol e da quercetina, foram testados
nos macréfagos desafiados a fagocitar particulas opsonizadas (Figura 6a), como
também nado-opsonizadas (Figura 7a). Os resultados mostram que os tratamentos
nao alteraram significativamente a atividade fagocitica dos macréfagos, quando

estes sdo comparados ao controle em todos os grupos.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo comparamos o efeito da isoflavona genisteina na
funcionalidade de macroéfagos de ratos machos, de fémeas em diestro (baixo nivel
hormonal) e de fémeas em proestro (alto nivel hormonal).

Todos os animais utilizados neste estudo encontravam-se dentro dos
valores de referéncia para os parametros bioquimicos analisados. Nossos
resultados foram similares aos de Dantas et al. (2006), no entanto, pequenas
variagbes podem ser atribuidas a varios fatores como: ambiente, peso corporal,
caracteristicas genéticas, faixa etaria, entre outros. Dantas et al. (2006) em um
estudo sobre parametros fisioldgicos e bioquimicos em ratos machos da linhagem
Wistar, com peso corporal entre 200 e 220 gramas, avaliaram a glicemia (n=64) e
obtiveram a média de 108 mg/dL. Ainda de acordo com Dantas et al. (2006), o
valor médio encontrado para triglicerideos (n=38) foi de 82 mg/dL e para
colesterol total (n=51) a média foi de 87 mg/dL. Em nosso estudo, os machos
obtiveram média de peso corporal de 271,7 gramas, enquanto as fémeas
apresentam médias de peso corporal menores (~193 gramas). Esses achados
nos permitiram realizar os ensaios biolégicos seguramente, pois é sabido que
alteragdes bioquimicas podem interferir na resposta imune. Aksnes; Eide e
Nordstrand (1996) e Lawton (1998) relataram que o excesso de lipidios provoca
aumento da fagocitose pelos macréfagos alveolares e aumento de infeccao
pulmonar em animais. Os mesmos pesquisadores, ainda descreveram que com O
aumento da disponibilidade de triglicérides, os macréfagos tendem a fagocita-los,

em detrimento a fagocitose de bactérias, além disso, aumento dos niveis de
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glicose circulante também pode prejudicar o sistema imune, pois inibe a atividade
de monécitos. Em pacientes com hiperglicemia foi observado que a aderéncia
leucocitaria, a quimiotaxia, a fagocitose, bem como o sistema antioxidante podem
ser afetados (MUCHOVA; LIPTAKOVA; ORSZAGHOVA, 1999; GALLACHER et
al., 1995; VALERIUS; EFF; HANSEN,1982).

A dosagem de estradiol no soro dos animais confirmou o delineamento dos
grupos, realizado previamente através da técnica do esfregaco vaginal. Assim, os
experimentos foram realizados em macréfagos de animais com niveis hormonais
distintos e bem caracteristicos para cada grupo. Em um estudo realizado por
Marcondes et al. (2001) com ratas da linhagem Wistar, as fémeas em proestro
apresentaram nivel hormonal de aproximadamente 30 pg/mL, enquanto fémeas
em diestro apresentaram valor aproximado de 10 pg/mL. Resultados similares
foram encontrados nesta pesquisa, com médias de 17p-estradiol de: 25,01 pg/mL
e 11,11 pg/mL, para fémeas em proestro e diestro respectivamente. Para o grupo
dos machos a concentracdo média de estradiol foi de 5,82 pg/mL.

Cumpre ressaltar que ao utilizarmos células de animais (ex vivo e in vitro),
estando estas programadas biologicamente por condigdes fisioldgicas proprias do
organismo, tais como a regulacao prévia por horménios esteroidais, as respostas
imunes frente a diferentes desafios podem estar pré-moduladas. Assim, ao
trabalharmos com machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral, e
sabendo da acdo imunomoduladora dos hormdénios esteroidais, podemos inferir
que os macréfagos peritoneais de ratos, (machos, fémeas em proestro e fémeas

em diestro), podem responder de maneiras distintas, exibindo funcionalidade e
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metabolismo diferenciado, sendo este dimorfismo na resposta imune um dos
principais focos deste estudo.

Inicialmente realizamos o teste para verificar o potencial tdxico dos
compostos que seriam utilizados in vitro ao longo do estudo. Genisteina, 17p-
estradiol e quercetina ndo foram citotdxicos tanto para macréfagos peritoneais
ativados por LPS, quanto para os macréfagos ndo ativados, pois ndo houve
reducdo significativa da viabilidade celular. Nesse sentido, demonstramos que
estes compostos nas concentracgdes testadas (Figura 1a e 2a) foram empregados
nos tratamentos com segurancga, pois nao induzem morte celular. Dia; Berhow e
Mejia (2008), testaram a genisteina em macréfagos de cultura RAW 264.7, em
concentracbes maiores (1-300 uM), que as concentragdes de genisteina utilizadas
neste estudo (5 e 10 yM), e verificaram que a genisteina n&o alterou a viabilidade
celular.

No ensaio biolégico de producdo de NO, observou-se que a producéo de
NO basal foi menos acentuada em todos os grupos, quando comparada a
producao de NO de macroéfagos ativados por LPS (Tabela 2a). De fato, o LPS
bacteriano é um potente ativador de macréfagos (STITES; TERR, 1992), e
potente iniciador de processos inflamatérios. Os macréfagos também secretam
em resposta ao LPS, uma ampla variedade de outros mediadores de resposta
bioldgica, incluindo o 6xido nitrico (RAETZ, 1990; COHEN, 2002). Estudos
realizados por Choi et al. (2003), demonstram que macrofagos RAW 264.7
ativados por LPS apresentaram geracao de NO significativamente mais elevada

do que a producao basal, o que confirma nossos resultados.
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Dentre os mecanismos moleculares envolvidos no desencadeamento da
resposta inflamatoria, destaca-se a via de sinalizacdo do fator de transcri¢cao
nuclear kappa B (NF-kB), o qual aumenta a expressao de diversos genes que
codificam para proteinas envolvidas na resposta inflamatoria, incluindo iINOS
(FERRANTE, 2007). O LPS atua na estimulagédo de macréfagos por meio da sua
ligagéo as proteinas CD14 e TLR4, que estao presentes na membrana plasmatica
e como consequéncia geram a ativagao de moléculas envolvidas na transducao
de sinal que permitem a liberacédo e a translocagdo do NF-kB do citosol para o
nucleo, o qual promove a ativacdo de genes que codificam para proteinas
envolvidas na resposta inflamatéria (BAUD; KARIN, 2009).

Acreditamos que a genisteina parece atuar nessa via de sinalizagdo, por
sua vez inibindo-a. Kundu e Surh (2004) relatam que flavonoides, podem interferir
na via de sinalizagdo do NF-kB. Ainda Choi et al. (2003) verificaram que o
tratamento genisteina com 50 yM e 100 pM inibem significativamente a ativacao
NF-kB induzida por LPS em macréfagos de cultura RAW 264.7. Essa dupla
sinalizagao nas células (LPS e genisteina) com efeitos contrarios poderia justificar
a inibicdo da producdo de NO menos acentuada da genisteina na presenca do
LPS nos diferentes grupos. Portanto podemos inferir que a genisteina e a
quercetina modulam negativamente a expressao de NO sintetase induzivel, sendo
esse um dos mecanismos pelo qual a genisteina pode atuar inibindo a produgao
de NO.

Atualmente sabe-se que as isoflavonas, tais como a genisteina, assumem
atividades estrogénicas, sendo desta maneira, consideradas fitoestrogénios

(KURZER, 2000; NAKAYA; TACHIBANA; YAMADA, 2005), o que deveria Ihe
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conferir perfil de resposta celular similar ao 17p-estradiol na porcentagem de
inibicdo de NO. Todavia, em nossos resultados, esta similaridade foi apenas
observada nos macrofagos de machos ativados com LPS, onde os tratamentos
com 17B-estradiol ocasionaram diminuigdo significativa da producdo de NO em
relacdo ao controle. E provavel que neste grupo a agdo do 17p-estradiol foi mais
evidente devido a uma maior disponibilidade de RE, pois estudos demonstram
ocorrer downregulation da expressdao de REa, em resposta a estrogenos
(ALARID; BAKOPOULOS; SOLODIN, 1999). Desta forma, macréfagos de machos
que nao foram pré-modulados por estrégenos, nao sofreram downregulation de
RE.

Em machos também observamos mais claramente a acéo antiinflamatoria
do 17pB-estradiol, embora na literatura usualmente seja evidenciada a relagéo do
17B-estradiol com efeitos pro-inflamatorios (BAIN; ENGLAND, 1976; NORTHERN,;
RUTTER; PETERSON, 1994). No estroma uterino, diversos autores afirmam que
o 17B-estradiol estimula a proliferacdo das células epiteliais, aumenta a
permeabilidade vascular, o edema e o recrutamento de macréfagos e eosindfilos.
No entanto, sua propriedade antiinflamatéria € corroborada por estudos tais como
o realizado por Hayashi et al. (1998), em que foi demonstrado que concentracbes
fisiolégicas de 17B-estradiol podem atenuar a liberacdo de NO, bem como a
expressao da iINOS em macrofagos J774 estimuladas por IFN-y e LPS.

Todavia, cumpre ressaltar também que até o presente momento, o efeito
do 17p-estradiol per se na funcionalidade de macrofagos ainda néo esta claro,
pois estudos neste sentido apresentam-se controversos, o que dificulta conferir o

papel estrogénico para genisteina, sem efeito padréo de comparacéo definido.
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Nakaya; Tachibana e Yamada, (2005), ao examinar o efeito do estradiol na
produgéo de NO em macréfagos de cultura RAW 264.7, observaram que estradiol
aumentou a producao de NO, sendo que este aumento foi dose-dependente. No
entanto, Hayashi et al. (1998) e Savita (1998) demonstraram que estradiol inibe a
produgéo de NO induzida por LPS e a expresséo de iNOS em macréfagos. iNOS
€ induzida, em uma variedade de células, por endotoxinas, sendo essa isoenzima
expressa continuamente durante as inflamacgdes, estando envolvida na defesa do
hospedeiro contra patégenos. A expressao de iINOS gera a producédo de altas
concentragdes de NO na célula (CADENAS; CADENAS, 2002).

Esta resposta diferenciada da genisteina em relagcdo ao 17p-estradiol,
também poderia ser explicada pela acao estrogénica ou antiestrogénica que a
genisteina pode assumir. Estas agdes dos FE decorrem da sua interagcdo com os
RE (KONDO; NAKAJIMA; YAMAMOTO, 1990; SETCHELL et al., 1987). REB
exibe maior afinidade com a genisteina, enquanto o estradiol possui a mesma
afinidade com REa e RERB. Vegeto et al. (2004), para melhor caracterizarem o
mecanismo de acéo do estrégeno nos macréfagos, verificaram a presenga de RE
em duas diferentes linhagens de células, e observaram que em uma dessas
linhagens os macréfagos expressavam RNAm do REa. Murphy et al. (2009)
relataram a expressdo de RE em macroéfagos e mondcitos de humanos e
demonstraram que o RNAmM do REa foi expresso em maiores concentragbes que
o RNAm do REB, tanto em mondcitos como em macréfagos diferenciados.

Desta forma, a relativa seletividade de ligagdo da genisteina ao RE, indica
que as isoflavonas podem produzir diferentes efeitos em relagdo aos estrogénios

nos macrofagos. Segundo Han et al.,, (2002) as isoflavonas tém atividade
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estrogénica fraca e, as vezes, antiestrogénica que dependera do tipo celular, do
nivel de expressao dos receptores, presenca de ligante endoégeno (17p-estradiol)
e exogeno.

Neste estudo observamos que em macréfagos de machos e fémeas em
diestro o tratamento com genisteina 10 uM inibe significativamente a producéo de
NO basal (Figura 3a), e os tratamentos com genisteina 5 e 10 yM inibem
significativamente a produgédo de NO induzida por LPS (Figura 4a), o que néo foi
observado nos macréfagos das fémeas em proestro. Cumpre ressaltar, que
machos e fémeas em diestro apresentam baixos niveis de 17-estradiol, enquanto
fémeas em proestro apresentam altos niveis de 17p-estradiol, conforme esta
mostrado na Tabela 1a. A comparag&o grupo a grupo revelou que a genisteina
apenas na maior concentracao (10 uM) inibiu significativamente a producao de
NO basal de macréfagos de machos e de fémeas em diestro, quando
comparados as fémeas em proestro (p<0,05).

Em relagdo a producdo de NO, sabe-se que esta pode ser inibida ou
estimulada por concentragdes dependente da dose de estrogénio (MOHAN;
JACOBSON, 1993; CHAO; VAN ALTEN; WALTER, 1994). Devido a sua fraca
capacidade de ligacéo aos RE, a genisteina, podem agir como agonista, agonista
parcial ou antagonista quando comparada ao estrogeno fisiolégico (17p-estradiol),
conforme mencionado anteriormente. A poténcia e o efeito gerados variam de
acordo com sua concentragdo tecidual, o tipo celular onde atuam, o tipo de
receptor hormonal ao qual se ligam e o estagio de diferenciagdo celular
(ALVAREZ et al., 2006; BARRET, 2006; YEB; CHANB; LEUNG, 2009). Face ao

exposto, para fémeas em proestro,podemos sugerir que os macréfagos obtidos
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estariam pré-modulados pelo maior nivel de 17p-estradiol, a que estavam
expostos. Condigdo que poderia gerar downregulation do RE e por conseguinte
da acao fitoestrogénica, sendo esta condicao provavelmente a responsavel pela
diferenca entre os grupos, macho, fémea em diestro e fémea em proestro,
observada na inibigcdo da produgdo de NO basal. Segundo Alarid; Bakopoulos e
Solodin, (1999) a downregulation da expressdo de REa, em resposta a
estrogenos, ocorre sem alteragdo do RNAm e através de rapida protedlise, que
pode ser um evento inicial (resposta a curto prazo) da acéo estrogénica. Em
estudos como o de Cotroneo et al. (2001), mostraram que os grupos tratados com
genisteina e com benzoato de estradiol, apresentaram uma diminuicdo da
expressao de REa no utero. Downregulation foi também observado em glandulas
mamarias de ratos tanto para REa quanto para REf (HATSUMI; YAMAMURO,
2005). Desta forma, podemos inferir que as células de fémeas em proestro,
tratadas com genisteina, poderiam apresentar resposta reduzida ao composto por
um menor numero de receptores disponiveis. Todavia tal downregulation ainda
nao foi relatado para células do sistema imune.

Diferente do que foi observado neste estudo, Nakaya; Tachibana e
Yamada (2005), observaram aumento na producdo de NO de macrofagos (RAW
264.7) em tratamentos com genisteina . Isto poderia ser explicado pelas baixas
concentragdes de genisteina utilizadas por estes autores, sendo estas inferiores a
1 uM. No entanto, a resposta dose-dependente precisa ser considerada, pois Dia;
Berhow e Mejia (2008) ao avaliarem o efeito da genisteina também em
macrofagos (RAW 264.7) tratados com diferentes concentragbes (1 a 300 uM)

verificaram, primeiramente, aumento na produgdo de NO em baixas
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concentragcbes de genisteina, que reduziu com o aumento da concentragdo a
valores significativamente menores em relagdo ao controle. A reducdo da
produgdo de NO dependente da concentracdo da genisteina também foi
observada por Choi et al. (2003) em macréfagos RAW 264.7, esse autor
classificou o efeito da genisteina como o de moléculas antioxidantes. De fato a
isoflavona genisteina faz parte do grupo dos flavondides e apresenta atividade
antioxidante, desta forma, por esta sua propriedade, tem sido empregada no
combate ao cancer (RUFER; KULLING, 2006).

O flavondide quercetina apresentou perfil de atividade antioxidante e
antiinflamat6rio em nosso estudo, inibindo a produ¢ao de NO em todos os grupos,
todavia o efeito inibitério foi mais acentuado que os demais tratamentos. De fato,
Mascolo et al. (1998) relataram testes com os flavondides quercetina e
kaempferol, nos quais esses comportaram-se como compostos antiinflamatérios,
ou seja, inbiram a produgdo de NO. Outros estudos tém sido conduzidos com
esta classe de flavondide, onde a quercetinatém mostrado efeitos como
antioxidante, com destaque na prevencéo de cancer (LIMA; OLIVEIRA; NAGEM,
2003). Nossos resultados sao sugestivos de que o efeito da quercetina nos
macrofagos aparentemente ndo €& pré-modulado pelo microambiente com
diferentes concentragdes de estradiol.

A producédo de peroxido de hidrogénio em macréfagos nao ativados néo foi
detectada. O peroxido de hidrogénio é formado principalmente na matriz
mitocondrial pela reducdo do oxigénio, ou ainda pela dismutagcdo do superéxido
pela SOD (FRIDOVICH, 1998). Assim, quando antigenos se ligam aos receptotes

da superficie dos fagocitos, ha um aumento no consumo de oxigénio, resultante
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da ativacdo do complexo enzimatico NADPH oxidase que catalisa a redug¢ao do
oxigénio a superoxido tendo como doador de elétrons o NADPH. Em seguida, o
superoxido pode ser convertido a peroxido de hidrogénio pela acdo da SOD
(KLEBANOFF, 1992; BEUTLER, 2004). Entretanto,em macréfagos nao-ativados a
NADPH oxidase esta inativa e encontra-se na parte citosoélica da célula, podendo
ser ativada quando os macréfagos sédo estimulados por agentes tais como: LPS,
ésteres de forbol (PMA), entre outros (MACMICKING, 2009). Em estado ativado,
o complexo NADPH oxidase € transferido para a membrana plasmatica onde se
liga ao citocromo b558 para formar NADPH oxidase ativa (MA et al., 2005;
SEGAL; ABO 1993; BABIOR, 1992). O qué justifica o porqué nao detectamos
producdo de perdxido de hidrogénio na auséncia de LPS, pois nessa condi¢cao
nao ha ativagdo da enzima NADPH oxidase, essencial no processo de formagao
do peroxido de hidrogénio.

O flavonoide genisteina (5 e 10 yM), inibiu significativamente a producao
de peroxido de hidrogénio pelos macréfagos estimulados por LPS obtidos de
ratos machos, fémeas em diestro e fémeas em proestro. Nesse sentido, em
nossos resultados, ndo houve interferéncia de uma pré-modulagdo hormonal na
acao inibitoria da genisteina na producgéo de H,0O,.

Kim et al. (2001) em seu estudo realizado com macrofagos elicitados
obtidos da cavidade peritoneal de fémeas de camundongos, demonstraram que a
producdo de peroxido de hidrogénio foi atenuada pela genisteina, de forma
dependente de concentragcdo (1, 5, 10 e 20 pM). Em nosso trabalho n&o
observamos inibicdo da producédo de peroxido de hidrogénio dose-dependente

provavelmente devido a pequena diferenca de concentracdo entre os dois
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tratamentos empregados (5 € 10 yM), sendo que no estudo de Kim a maior
diferenca de inibi¢cdo foi observada entre as concentragbes de 10 e 20 uM. A de
se considerar ainda, que alguns flavondides sdo capazes de se ligar a ions
metalicos, impedindo-os de atuarem como catalisadores na producgéo de radicais
livres, esta atividade € o resultado de um conjunto de propriedades tais como
atividade sequestrante de radicais livres e inibicdo de enzimas produtoras de
EROs, como a NADPH oxidase (HAVSTEEN, 2002; MUROTA; TERAO, 2003;
DAS; ROSAZZA, 2006). Nesse sentido, Pincemail et al. (1987) mostraram em
seus estudos que flavondides seriam capazes de reduzir a producédo de radicais
superoxido, hidroxila e peroxido de hidrogénio via inibicdo da NADPH oxidase em
fagécitos de humanos estimulados. O que sugere que o efeito da inibicado da
producdo de H,0O, seja resultante da propriedade antioxidante da genisteina. Haja
visto que também a quercetina inibiu a produc&o de H,O; nos trés grupos.

Em relacéo a capacidade fagocitica de macrofagos, estudos realizados por
Hespanhol e Mantovani (2002), mostram que o desencadeamento da fagocitose
€ dependente da atividade da proteina tirosina quinase (PTK), e que a genisteina
é considerada um inibidor especifico desta proteina (WEI et al., 1998).

Greenberg; Chang e Silverstein (1993) trabalhando com macréfagos de
camundongos estimulados por tioglicolato, verificaram que a isoflavona genisteina
reduz tanto o numero de macréfagos ingerindo particulas, como o numero de
particulas ingeridas por estes macrofagos. Além disso, em seus estudos
demonstraram que o composto genisteina provoca uma diminuicdo dose-
dependente reversivel do indice fagocitario destes macréfagos elicitados.

Entretanto, estes pesquisadores utilizaram concentragcbes de genisteina
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significativamente maiores do que as utilizadas neste trabalho, sendo que foi
obtido 50% de inibicao da atividade fagocitica apenas com a concentragéo de 70
MM de genisteina.

McGilvray et al. (2000) utilizaram a genisteina como agente inibidor da
fagocitose em seus experimentos, obtendo cerca de 60% de inibicao da atividade
fagocitica de mondcitos/macrofagos de humanos, utilizando a genisteina na
concentragéo de 10 ug/mL, cerca de 4x a concentracao utilizada nesse trabalho.
Em nossos resultados ndo observamos reducado significativa da atividade
fagocitica dos macrofagos tratados com genisteina, como também nao
verificamos influéncia de prévia regulacédo hormonal no efeito dos tratamentos.

Em resumo podemos inferir que a funcionalidade de macrofagos pode ser
regulada diferencialmente pela genisteina, pois observamos em nossos estudos
que este composto inibiu significativamente a produgdo de NO e de H;0O, dos
macrofagos, entretanto n&o alterou a atividade fagocitica destas células. Em
alguns parametros funcionais, tais como a producdo de NO, a genisteina parece
ter seu efeito dependente de uma possivel pré-modulagcdo hormonal (17f3-
estradiol) dos macré6fagos. Nos macréfagos de machos e de fémeas em diestro,
que estavam em contato com menor nivel sérico de 17(-estradiol, o efeito da
genisteina foi mais efetivo na reducdo de NO. Neste sentido, sua acgéo
fitoestrogénica-antiinflamatéria em baixas concentragbes de 17p-estradiol, parece
ser mais efetiva. No entanto, faz-se necessario maior numero de estudos para
compreender as propriedades moduladoras da genisteina sobre a funcionalidade

de macréfagos entre os sexos.
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Tabela 1a - Variagdo do peso corporal, parametros bioquimicos e hormonais
entre ratos machos e fémeas (diestro e proestro) de 110-130 dias.

Grupo Peso (g) Estradiol Glicose Colesterol Triglicerideos
(pg/mL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Macho (n=12) 271,7 £ 8,11 5,82 £ 0,29 102,7+5,76 100,5+ 10,43 63,00 +4,87

Diestro (n=11)  193,0 + 3,14* 11,11 £ 4,20 113,0 £ 7,49 106,2 + 5,69 77,73 £6,27

Proestro (n=14) 192,2 + 3,63* 25,01 £ 5,57* 112,5+ 7,01 88,50 * 3,00 64,07 + 5,83

Os resultados sdo expressos como média + erro padrédo da média e a diferenga entre os grupos foi
obtida por anélise de variancia ANOVA.* Indica quais grupos apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao grupo de machos, definidos pelo teste de Tukey, onde p<0,05. n= nimero de
animais.

Tabela 2a - Comparacgao entre a producdo de NO basal e induzida por LPS de
macrofagos controle.
Grupo Producgéo de NO basal Produgéo de NO induzida por LPS

(MM/4x10°cél) (UM/4x10°cél)
Machos 9,37 + 0,87 29,29+ 1,28 *
Diestro 17,33 £2,74 26,57 +2,00 *
Proestro 8,11 +£0,80 24,17 £ 0,96 *

Os resultados séo expressos como média * erro padrdo da média. * Indica diferenga significativa
entre a produg¢éo de NO basal e a produgéo induzida por LPS dentro de cada grupo, definidos pelo
teste de Tukey, onde p<0,05. n= 3, corresponde ao numero de experimentos.
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Figura 1a — Efeito da genisteina, quercetina e 17B3-estradiol na viabilidade celular de macréfagos
(sem a inducédo de LPS) de ratos machos e fémeas em proestro. Os macréfagos foram semeados
em placas de cultura de 96 pogos na concentragao de 4x10° cel/100ul/pogo e a viabilidade celular
foi determinada pela reducdo do MTT conforme descrito em material e métodos. Os resultados
estdo expressos como média * erro padrédo da média, n=4 determinagdes.
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Figura 2a - Efeito da genisteina, quercetina e 1783-estradiol na viabilidade celular de macréfagos
(com a inducgado de LPS) de ratos machos e fémeas em proestro. Os macréfagos foram semeados
em placas de cultura de 96 pogos na concentragao de 4x10° cel/100ul/poco e a viabilidade celular
foi determinada pela redugdo do MTT conforme descrito em material e métodos. Os resultados
estdo expressos como média * erro padréo da média, n=4 determinagdes.
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Figura 3a - Porcentagem de produgédo de NO basal dos macréfagos de ratos machos e fémeas
tratados com genisteina, quercetina e 17B-estradiol. Os resultados sdo expressos como média +
erro padrao da média. * Indica quais grupos obtiveram diferencga significativa na produgdo de NO
em relagdo ao controle, definidos pela analise de variancia ANOVA e pelo pos-teste de Tukey,
onde p<0,05. A) Machos; B) Fémeas em diestro; C) Fémeas em proestro. n= 3 correspondente ao
numero de experimentos.
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Figura 4a - Porcentagem de produgao de NO induzida por LPS dos macrofagos de ratos machos
e fémeas tratados com genisteina, quercetina e 17p-estradiol. Os resultados sdo expressos como
média + erro padrao da média. * Indica quais grupos obtiveram diferenca significativa na produgao
de NO em relagédo ao controle, definidos pela analise de variancia ANOVA e pelo pos-teste de
Tukey, onde p<0,05. A) Machos; B) Fémeas em diestro; C) Fémeas em proestro. n= 3
correspondente ao numero de experimentos.
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Figura 5a — Porcentagem da produgdo de H,O, induzida por LPS dos macréfagos de ratos
machos e fémeas tratados com genisteina, quercetina e 17p-estradiol. Os resultados s&o
expressos como média + erro padrdo da média. * Indica quais grupos obtiveram diferenca
significativa na produgéo de H,O, em relagdo ao controle, definidos pela analise de variancia
ANOVA e pelo pos-teste de Tukey, onde p<0,05. A) Machos; B) Fémeas em diestro; C) Fémeas
em proestro. n= 3 correspondente ao numero de experimentos.
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Figura 6a - Porcentagem de fagocitose de particulas opsonizadas de macréfagos (2x105 células)
de ratos machos e fémeas tratados com genisteina, quercetina e 173-estradiol. Os resultados sado
expressos como média + erro padrao da média. n= 3, corresponde ao numero de experimentos.
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Figura 7a - Porcentagem de fagocitose de particulas ndo-opsonizadas de macréfagos (2x105
células) de ratos machos e fémeas tratados com genisteina, quercetina e 17B3-estradiol. Os
resultados sdo expressos como média * erro padrao da média. n= 3, corresponde ao nimero de
experimentos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo observamos que alguns parametros funcionais da
funcionalidade de macréfagos, tais como a produgédo de NO, a acéo fitoestrogénica
da genisteina € mais efetiva em células pré-moduladas por baixas concentragdes de
17B-estradiol. Por conseguinte, podemos inferir que em células moduladas
previamente por altas concentragdes deste horménio, a genisteina tem seu efeito
menos acentuado, o que pode ser explicado por downregulation dos RE, resultado
da exposicgéo ao estradiol.

Fazendo um paralelo dos resultados obtidos nas fémeas de ratos com
humanos, o efeito bioldgico das isoflavonas varia de acordo com a fase biolégica da
mulher (Figura 4). Na pré-menopausa, quando a concentracdo de hormdnios
circulantes é alta, o resultado é a fraca ag&o estrogénica ou antiestrogénica. Na pos-
menopausa, quando a concentracdo do estrogénio endoégeno diminui, em meédia
60%, os receptores ficam mais disponiveis, favorecendo a acdo estrogénica das
isoflavonas, que acabam compensando a deficiéncia do horménio humano. Assim,
além de proporcionarem melhora dos sintomas da menopausa, elas mantém acgao
estrogénica positiva no metabolismo 6sseo, no sistema nervoso central e no sistema

cardiovascular (CLARKSON et al., 1998; BU,; SETCHELL; LEPHART, 2005).
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EFEITODAGENISTEINA

HUMANOS / \ ROEDORES

PRE-MENOPAUSA — PROESTRO
Estradiol T ¢ Estradiol T
Acéo dos fitoestrogénios ¢ Acdo dos fitoestrogénios $
POS-MENOPAUSA > DIESTROEMACHOS
Estradiol |, Estradiol |
R
Acao dos fitoestrogénios T Acdo dos fitoestrogénios T

Figura 4 — Efeito da genisteina em humanos e roedores.

Cumpre ressaltar que as agbes dos FE decorrem da sua interacdo com os
RE. A afinidade diferencial das isoflavonas com os RE, em relacéo aos estrogénios
endogenos, pode indicar que estas podem produzir diferentes efeitos nos
macrofagos.

Estudos demonstram que a genisteina é muito mais efetiva na regulacéo
génica via REB, o que a diferencia do estradiol, que consegue recrutar proteinas co-
reguladoras quando ligada em ambos os receptores, a e . Todavia, a ativagdo do
REB pela genisteina, |he confere apenas os efeitos benéficos do estradiol, pois é
através da ativacdo do REa que o estradiol apresenta seus efeitos promotores de

inducéo tumoral (AN et al., 2001).
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Na terapia de reposicdo hormonal, os estrogénios sao utilizados para evitar
ondas de calor, atrofia urogenital e osteoporose em mulheres pés-menopdausicas.
Entretanto, os estrégenos tém sido associados com uma incidéncia aumentada de
cancer de mama e do endométrio. Desta forma, hd um crescente interesse no uso
de FE, particularmente aqueles encontrados em produtos de soja, como uma
alternativa potencial a acédo dos estrogénios na terapia de resposicao hormonal.
Mulheres asiaticas, que tém uma dieta rica em produtos de soja, t€m uma menor
incidéncia de sintomas da menopausa, osteoporose, doenca cardiovascular e de
cancer de mama e de endométrio (AN et al., 2001).

Além disso, devido a acgao inibitéria da genisteina nas espécies reativas
observada neste estudo, esta pode apresentar acdo antioxidante e antiinflamatéria,
sendo estas caracteristicas tipicas dos flavonoides, grupo no qual a genisteina esta
incluida. E bem conhecido que os flavonoides possuem varias atividades bioldgicas
e farmacoldgicas, incluindo  propriedades  antioxidantes,  antitumorais,
antiangiogénicas, antiinflamatérias, antialérgicas e antivirais, assim, os flavonoides
podem ser considerados promissores agentes de prevencdo e tratamento de
doencas, todavia a discriminacdo de uma especifica atividade biolégica dentre todas
conferidas ao composto, por exemplo, algumas vezes € uma limitagcdo do estudo,
porque algumas atividades poderiam ser confundidas ou ndo completamente
diferenciadas da outra.

Sendo assim, nossos resultados s&o um indicativo que a isoflavona
genisteina pode atuar em diversas vias do organismo, bem como modular a
resposta imunoldégica de macréfagos, podendo atuar como agonistas ou
antagonistas em relacdo ao estradiol. Entretanto ainda mostram-se necessarios

maiores esclarecimentos sobre a acdo da isoflavona genisteina sobre a
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funcionalidade de macréfagos, principalmente em relacdo a sua acédo dose-
dependéncia correlacionada com a concentragdo de estradiol no organismo, por

conseguinte, com o sexo e ciclo sexual, no caso das mulheres.



Programa de Pés-Graduagédo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTROQO)

94

7 CONCLUSOES

Neste estudo comparativo entre machos e fémeas, a técnica do esfregacgo
vaginal demonstrou-se eficiente para a classificacao das fémeas segundo a fase
do ciclo estral, visto que realizou-se posteriormente a confirmagédo destas fases
mediante verificacdo do nivel de estradiol sérico.

Os animais que participaram do estudo se encontravam dentro dos
padrbées de normalidade para os parametros bioquimicos analisados, e constatou-
se que 0s machos apresentaram média de peso corporal maior do que as fémeas,
0 que era esperado pensando-se em animais adequados para uso em pesquisa.

A genisteina, bem como os demais tratamentos empregados no trabalho,
nao foram citotoxicos, pois ndo houveram diminui¢des da viabilidade celular.

A genisteina inibiu a produgdo de NO, tanto basal, como a induzida por
LPS. Seu efeito foi mais efetivo em macrofagos de animais que apresentaram
menor nivel de estradiol sérico (machos e fémeas em diestro), sendo a inibicdo da
producdo de NO basal significativa entre os grupos, ou seja, machos e fémeas em
diestro quando comparados as fémeas em proestro.

A producédo de H,0, também foi inibida nos macréfagos tratados com
genisteina, todavia, ndo houve diferenga entre os grupos.

A atividade fagocitica dos macréfagos néo foi significativamente alterada

pela genisteina e pelos demais tratamentos.
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