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RESUMO

O resveratrol é uma fitoalexina encontrada em vérias plantas, como por exemplo, na uva (Vitis vinifera),
sintetizado em resposta a injarias por ataques fungicos ou mecanicos e ainda pela acdo da radiacéo
ultravioleta. Atualmente este composto tem sido alvo de interessantes pesquisas, devido as propriedades
que ja Ihe foram atribuidas, tais como antioxidante, antiinflamatoria, antitumoral e mais recentemente
fitoestrogénica. Sua acao antioxidante ja € bem conhecida e lhe é conferida por sua capacidade de
captar radicais livres produzidos pelas células ou mesmo interferir em vias de sinalizagcdo que culminam
na producéo de radicais livres ou de sua detoxificacdo através de enzimas antioxidantes. Além disso, é
sabido que o resveratrol apresenta atividade fitoestrogénica, por ser uma molécula similar ao horménio
estrogénio. A ingestdo de compostos bioativos pela dieta é importante, pois estes exercem efeitos
moduladores em geral, inclusive sobre as respostas imunes. Os macréfagos sao células do sistema
imune que fazem parte do sistema mononuclear fagocitario, que constitui a primeira linha de defesa
frente a agentes infecciosos. Diversos autores ja relataram que os macrofagos expressam receptores
para estrogénio e, por conseguinte, sdo reguladas por este horménio. Assim este estudo teve por
objetivo investigar o efeito de resveratrol na funcionalidade de macréfagos peritoneais de ratos, fazendo
um estudo comparativo entre machos e fémeas. Os macrofagos foram obtidos por laparatomia mediana
da cavidade peritoneal de ratos Wistar distribuidos em trés grupos: 1) machos, 2) fémeas em diestro e 3)
fémeas em proestro, sendo as fémeas previamente identificadas quanto a fase do ciclo estral por andlise
de microscopia do material vaginal. Os macréfagos em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com
soro fetal bovino (10%) foram semeados em placas de cultivo e incubados em estufa de atmosfera
umida com 5% de CO, por 2 horas. Apés completa adeséo, as células foram tratadas pelo periodo de 24
horas com resveratrol 5 e 10 uM, quercetina 5 e 10 yM (controle de atividade antioxidante) e 178-
estradiol 0,01 e 10nM (controle de atividade est&nga). Na seqiiéncia avaliou -se a produgdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, bem como a capacidade fagocitica dos macréfagos tratados.
O resveratrol nas concentracdes de 5 e 10 uM inibiu significativamente a producéo de 6xido nitrico (NO)
avaliada utilizando-se o reagente de Griess e a producao peréxido de hidrogénio (H,O,) determinada
pelo emprego do reagente xylenol orange. Todavia o resveratrol ndo alterou a capacidade fagocitica dos
macroéfagos as particulas de zimosan opsonizadas e ndo opsonizadas que foi avaliada por microscopia
optica. A inibicdo da producédo de NO e H,O, pelo resveratrol foi similar entre os grupos. Esse efeito
inibitério na producao de NO e H,0, foi também observado para a quercetina. Ja os tratamentos com
17B-estradiol reduziram a produc¢édo de NO e H,0, induzida por LPS apenas dos macrofagos de ratos
machos. Comparado com a quercetina e com o 17B-estradiol, o resveratrol demonstrou ter efeito
antioxidante mais acentuado do que fitoestrogénico. De fato, os efeitos imunossupressores do
resveratrol, observados neste estudo, corroboram com o descrito potencial antioxidante e antiinflamatorio
deste composto. Todavia observou-se que o efeito do resveratrol pode ser diferente entre os grupos,
sendo que machos e fémeas em diestro respondem de maneira similares aos tratamentos com
resveratrol, que por sua vez diferem da resposta das fémeas em proestro, inferindo-se assim a existéncia
de uma pré-modulacdo pelo 1P -estradiol a qual esses grupos estavam expostos. Entretanto outros
estudos se fazem necessarios para comprovar esta observacao.

Palavras-chaves: Macrofagos, Resveratrol, 178-Estradiol, Dimorfismo Sexual, Antioxidantes
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ABSTRACT

Resveratrol is a phytoalexin found in several plants, like grapes (Vitis vinifera), synthesized in response to
injury, attack by fungior, mechanical action and also by ultraviolet radiation Currently this bioactive
compound has been the subject of interesting research, due to some properties that have already been
assigned such as antioxidant and phytoestrogen. Its antioxidant activity is wellknown and is conferred by
its ability to capture free radicals produced by cells or to interfere with signaling pathways of free radical
production and detoxification. Furthermore, it is known that resveratrol exhibits characteristics of
phytoestrogens, being molecularly similar to oestrogen. The intake of bioactive compounds in the diet is
important because they exert effects on immune responses. Macrophages are cells in our immune
system that are constituents of the mononuclear phagocytic system, which is our first line of defense
against infectious agents. Several authors have reported that these cells express receptors for oestrogen
hormones, and are regulated by these. So this study aimed to investigate the effect of resveratrol on the
functionality of rat’s peritoneal macrophages, making a comparative study between males and females.
Macrophages were obtained median laparotomy from the peritoneal cavity of Wistar rats divided into 3
groups (males, females in diestrus and proestrus females). Macrophages in culture medium RPMI 1640
supplemented with fetal calf serum (10%) were seeded in culture plates and incubated in an incubator
with humid atmosphere of 5% CO, for 2 hours. After complete adhesion, the cells were treated for a
period of 24 hours with 5 and 10 uM resveratrol, quercetin 5 and 10 uM (control of antioxidant activity)
and 178-estradiol 0.01 nM and 10 nM (control of estrogenic activity). Afterwards the production of reactive
oxygen and nitrogen were evaluated as well as the phagocytic capacity of macrophages treated.
Resveratrol 10 pM significantly inhibited the: production of nitric oxide (NO) measured using the Griess
reagent and production hydrogen peroxide (H,O,) determined by use of reagent xylenol orange.
However the resveratrol didn't change the phagocytic capacity under opsonized and nonopsonized
particles assessed by optical microscopy. The inhibition of NO and H,O, production by resveratrol was
homogeneous among the groups. This inhibitory effect on NO production and H,O, was also observed
for quercetin.The treatment with 17B-estradiol reduced production of NO and H,O, induced by LPS only
for macrophages in rats males. The immunosuppressive effects of resveratrol corroborate the described
anti-inflammatory and antioxidant potential of this phenolic compound. Resveratrol in this study,
compared to 17B-estradiol and quercetin, shown to have antioxidant effects stronger than
phytoestrogens. It was observed yet that its effect may vary between groups, and males and females in
diestrus respond similarly to treatment with resveratrol and females in proestrus, the answer is different,
thereby displaying a pre-modulation by 17B-estradiol which these groups were exposed. However, in
future, these results will need to be confirmed.

Key - words: Macrophages, Resveratrol, 173-Estradiol, Sexual Dimorphism, Antioxidants
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1. INTRODUCAO

A funcdo do sistema imune é a de defesa do corpo contra agentes invasivos,
sendo esse regulado por inUmeros fatores, como por exemplo, a dieta. De fato,
estudos demonstram que a alimentacao tem direta implicacdo na funcionalidade das
células do sistema imune (CHANDRA, 2002). Estudos epidemiolégicos mostram que
0 aumento do consumo de alimentos de origem vegetal influencia positivamente a
saude, enquanto estudos in vitro e in vivo em modelo animal elucidam os
mecanismos pelos quais compostos bioativos, presentes nos alimentos de fonte
vegetal, atuam na manutencdo da saude e na reducdo do risco de doencas
(BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Dentre os diferentes componentes de nossa dieta estdo 0s compostos
fendlicos. Estes compostos bioativos representam um grande grupo de constituintes
de plantas com diferentes estruturas quimicas e que, por sua vez, podem modular as
respostas imunes celulares (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007). Um importante
composto fendlico presente em plantas € o resveratrol.

O resveratrol é um dos principais compostos fendlicos encontrado na uva
(Vitis vinifera). Muitas sdo as propriedades que vem sendo atribuidas a esse
composto, tais como antioxidante, antiinflamatéria, antitumoral e antifingica e
recentemente fitoestrogénica (RATNA; SIMONELLI, 2002). Dentre essas, destacam-
se a capacidade antioxidante, que |he € conferida por inibir a producdo de radicais
livres nas células ou captar os radicais livres ja produzidos (ARCE et al., 1998).

Os biocompostos que apresentam estrutura semelhante aos estrogénios,

como é o caso do resveratrol, atualmente tém sido muito pesquisados, ndo somente
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por suas acdes estrogénicas, pois tém sido empregados na terapia de reposicéo
hormonal da menopausa, mas também por suas outras aplicacdes terapéuticas
como a de fator de protecdo as doencas inflamatdrias e doencas cardiovasculares,
devido em grande parte a sua propriedade antioxidante (CLAPAUCH et al., 2002).

Células do sistema imunitario, como os macréfagos, constituem a primeira
linha de defesa do organismo, sendo componentes da linhagem fagocitica
mononuclear. Entre as diversas funcdes realizadas pelos macréfagos, podemos citar
a fagocitose e a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e
ERN, respectivamente). Nos processos inflamatérios como na defesa frente as
infeccdes, os macrofagos produzem radicais livres (RL) a fim de destruir agentes
patogénicos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Os macréfagos podem ser
regulados por inameros fatores, e como ja foi demonstrado que macréfagos
expressam receptores para hormonios esteroidais, estes estdo envolvidos na
regulacdo da resposta imune (MANIKANDAN et al., 2009).

As evidéncias de que os esterbides sexuais tém efeito imunomodulador sao
encontradas na literatura desde a década de 80 (BUKOVSKY et al., 1993) sendo
comprovado que estes podem regular o numero de células do sistema imune, as
producbes de citocinas e mediadores inflamatérios, bem como aspectos da
diferenciacdo celular (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007). De fato, estudos
clinicos e experimentais, com humanos e animais, tém demonstrado que o
dimorfismo sexual produz respostas imunoldgicas diferentes, sendo que fémeas
apresentam uma resposta imune humoral e celular mais efetiva (GAILLARD;
SPINED, 1998; BOUMAN et al.,, 2005) e uma maior resisténcia a infeccoes

bacterianas e virais quando comparada aos machos (MILLER; HUNT, 1996), todavia
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apresentam maior incidéncia de doencas auto-imunes (GAILLARD; SPINEDI, 1998;
BOUMAN et al.,, 2005). Assim, enquanto os estrogénios parecem estimular as
respostas imunes, os androgénios mostram uma tendéncia contraria (CUTOLO et al.,
2004).

Crohon et al. (1999) demonstraram que a resposta imune de macrofagos
segue o dimorfismo sexual. Face ao exposto nossa hipotese foi: “Compostos
bioativos, como o resveratrol com ampla acao biolégica, podem modular a resposta
imune de macrofagos com efeitos que podem diferir entre os sexos, devido a sua

propriedade estrogénica”.

Este trabalho foi realizado em parceria e cooperacdo com o trabalho de Camila Juraszeck. Qualquer
semelhanca entre ambos foi de comum acordo entre as autoras e a orientadora Prof* Carla Cristine
Kanunfre.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito do resveratrol na capacidade fagocitica e na producédo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em macréfagos peritoneais de ratos

machos e de fémeas em diestro e proestro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

proestro;

e Caracterizar ratos machos e fémeas (em diferentes fases do ciclo estral)
gquanto a variagdo do peso corporal, parametros bioquimicos (glicose,

colesterol e triglicerideos) e concentracéo de 173-estradiol sérica;

e Avaliar o efeito dos compostos resveratrol e quercetina (5 e 10 uM) e 17p3-
estradiol (0,01nM e 10 nM) na viabilidade dos macréfagos de ratos machos e

fémeas, na presenca e auséncia de lipopolissacarideos (LPS);

e Avaliar o efeito do resveratrol na capacidade fagocitica de macréfagos de

ratos machos e de fémeas em diferentes fases do ciclo estral;
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Avaliar o efeito do resveratrol na producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (peréxido de hidrogénio e Oxido nitrico, respectivamente) por

macrofagos de ratos machos e em fémeas em diferentes fases do ciclo estral.

Relacionar os efeitos do resveratrol nos macrofagos de ratos machos e de

fémeas (diestro e proestro) em funcao dos diferentes niveis hormonais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FILOGENIA DOS MACROFAGOS — NOCOES GERAIS

Ao longo da evolugdo, os animais multicelulares tém sido infectados por
microrganismos e assim desenvolveram uma série de respostas que constituiram
seus sistemas de defesas. Tais sistemas de defesa provavelmente iniciaram-se com
0S organismos unicelulares, com o aproveitamento de peptideos toxicos para impedir
a invasao de microbios, sendo que esse tipo de resposta ainda pode ser observado

em eucariotos simples e em outros animais (TRAVIS, 2009).

Assim a imunidade propriamente dita tem sua origem nos eucariotos primitivos,
como a ameba, que necessitava discriminar o que seria alimento e 0 que seriam
outras amebas. E provavel assim que em certo momento da evolugio tenha existido
um receptor de superficie especifico nas amebas que atuou para reconhecer o
alimento que poderia ser englobado e garantir sua sobrevivéncia (JANEWAY et al.,

2002).

O fato de que todos os vertebrados e muitos invertebrados possuem populagdes
de células fagociticas, que tem muito em comum com as amebas, nos leva a
acreditar que as amebas possam ter ocupado a cavidade celémica dos organismos
multicelulares primordiais, atuando como células de defesa, uma forte evidéncia de
gue essas ceélulas seriam as provaveis ancestrais dos macrofagos (JANEWAY et al.,

2002).
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Nos invertebrados como poriferos, cnidarios e platelmintos, que ndo possuem
sistema circulatério definido, ha células fagociticas percorrendo o corpo atuando na
defesa do hospedeiro, bem como nas func¢des de nutricio e excre¢do. Ja nos
celomados que possuem sistema circulatério, como anelideos (coelomécitos),
artrépodes e moluscos (hemdcitos), as células fagociticas migram pelo sistema
circulatério, todavia tornam-se mais especializadas (leucdcitos) e acredita-se que
tenham originado uma infinidade de tipos celulares especificos na reatividade imune
(CARVALHO; COLLARES-BUZZATO, 2005).

Muitos estudos tém demonstrado que os invertebrados sé&o 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 colbnias diferentes forem unidos mecanicamente, eles se tornam necroticos
em 1 a 2 semanas, enquanto as esponjas da mesma colbénia se fundem e continuam
a crescer. Anelideos e equinodermas também rejeitam transplantes de tecidos de
outras espécies do filo. Essas reac¢fes de rejeicdo sdo mediadas principalmente por

células semelhantes as células fagocitarias (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Nos moluscos, as células fagociticas, além de ingerirem particulas e
microorganismos, sao responsaveis pelo fenébmeno de encapsulamento. Nesse caso,
uma célula encontra a superficie de um material com dimensfes maiores do que ela
prépria emite pseuddpodes e adere. Muitas células espraiando-se sobre a superficie
do material formam um tipo de “capsula” em torno deste (CARVALHO; COLLARES-

BUZZATO, 2005).
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Os macroéfagos foram primeiramente descritos por Elie Metchnikoff, no inicio do
século XIX. Esse pesquisador denominou essas células de fagdcitos (“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 fagécitos do
sangue deu o nome de macréfagos e micréfagos, que atualmente sdo conhecidos,
respectivamente por macréfagos/monécitos e polimorfonucleares (CARVALHO;

COLLARES-BUZZATO, 2005).

3.2 ONTOGENIA DOS MACROFAGOS

Quanto a origem dos macroéfagos, esta se da ainda na vida embrionaria no saco
vitelinico. No 2° més de gestacdo no homem e no 7° dia no camundongo, observam-
se células hematopoéticas diferenciadas, entre elas os fagécitos mononucleares. No
3° més de gestacdo no homem e no 10° dia em camundongos, as células
sanguineas se formam no figado e no baco. Posteriormente as células
hematopoéticas colonizam a medula 6ssea, onde residem durante toda a vida adulta

dos mamiferos (CARVALHO; COLLARES-BUZZATO, 2005).

Em individuos adultos, a origem dos macrofagos ocorre na medula Gssea, a
partir de uma célula pluripotente mieldide, a partir da qual sdo originadas diferentes
células progenitoras, entre elas as “unidades formadoras de colénia” de granulécitos

e mondcitos (CFU-GM). Estas células originam os pro-mondcitos. Os pré-mondcitos,
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por sua vez, dao origem aos mondcitos, que saem da medula 6ssea e ganham a

circulagdo sanguinea (NELSON; JOW, 1990; NEVEU, 1986).

Os monocitos permanecem na circulagdo por cerca de 1-3 dias (NELSON;
JOW, 1990; NEVEU, 1986), e migram para varios 6rgéos e sofrem diferenciagdo em
macrofagos residentes especializados, onde sao geralmente designados de acordo
com a sua localizagdo, por exemplo, células de Kupfer no figado, microglias no
cérebro, osteoclastos no tecido 6sseo, macrofagos alveolares nos pulmdes e células

mesangiais no rim (GYORKI; LINDEMAN, 2008).

3.3 IMUNIDADE E MACROFAGOS

As respostas da imunidade natural e adquirida sdo componentes de um sistema
integrado de defesas do hospedeiro no qual, numerosas células e moléculas
funcionam cooperativamente. Esse sistema é conhecido por sistema imune, e essas

duas respostas envolvem tipos celulares e mecanismos distintos (PUKA et al., 2005).

A imunidade natural ou inata esta presente desde quando o individuo nasce. E
o mecanismo de defesa que existe antes mesmo da exposi¢céo a qualquer substancia
estranha (SEADI,1998). Seus mecanismos sédo rapidos e reagem do mesmo modo a
infecgbes repetidas. As células e as moléculas da imunidade inata identificam
classes comuns de patdégenos e as destroem com mecanismos que Se conservaram

ao longo do processo evolutivo e sdo continuamente Uteis (PARHAM, 2001).
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Sdo componentes da imunidade inata: (1) barreiras fisicas e quimicas, tais
como epitélios e substancias antimicrobianas produzidas nas superficies epiteliais;
(2) células fagociticas como neutréfilos e macréfagos e células matadoras naturais
(NK- Natural Killer); (3) proteinas do sangue, incluindo os membros do sistema
complemento e outros mediadores da inflamacgao; e (4) citocinas que regulam e
coordenam muitas atividades das células da imunidade inata (MEDZHITOV,;

JANEWAY, 1997).

A resposta imune inata ndo s6 exerce uma funcdo protetora importante, como
também serve para iniciar e regular a subsequente resposta imune adquirida. Assim
a imunidade adquirida desenvolve-se como uma resposta a infeccao e se adapta a
ela, cuja principal caracteristica € o desenvolvimento da memadria imunoldgica. As
caracteristicas que definem a imunidade adquirida sdo: 1) a grande especificidade
para distintas macromoléculas; 2) a capacidade de “lembrar’ e responder mais
vigorosamente as repetidas exposicdes ao mesmo microrganismo e 3) os linfécitos e
seus produtos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Os macrofagos séo células fagocitarias que desempenham papéis importantes
na imunidade inata e adaptativa. Quando ativados por produtos microbianos
fagocitam e destroem microorganismos, secretam citocinas proé-inflamatérias e
apresentam antigenos aos linfocitos T-auxiliares (JANEWAY et al., 2002).

O macrofago € uma célula que se encontra presente em todos os tecidos do
organismo, pertencente a linhagem fagocitica mononuclear, que inclui os mondcitos

sanguineos, os fagocitos residentes nos tecidos ou fixados a camada endotelial de



Programa de Pos-Graduag&o em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)- REVISAO BIBLIOGRAFICA

25

capilares sanguineos e os fagdcitos “perambulantes” — pulmonares e peritoneais

(ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999).

Macrdéfagos ao contrario dos neutréfilos, ndo sao terminalmente diferenciados e
podem sofrer divisdo celular no sitio inflamatério. Sendo assim, estas células séo
dominantes nos estdgios mais tardios da resposta imunoldgica natural (PUKA et al.,

2005)

3.3.1 Func¢des dos macrofagos:

Os macroéfagos estéo envolvidos no processo fisioldgico direto da destruicdo de
agentes invasores. Quando ativados por produtos microbianos fagocitam e destroem
microrganismos, secretam citocinas pré-inflamatorias e apresentam antigenos aos

linfécitos T-auxiliares (DIA; BERHOW; MEJIA, 2008).

Geralmente macrofagos ativados sdo um pouco maiores que 0s nao ativados
(residentes), principalmente devido ao aumento do volume citoplasmético (STITES;
TERR, 1992). Também apresentam atividade metabdlica, motilidade e atividade
fagocitica rapidamente 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, modificam-se propriedades como a taxa de
endocitose e a fusdo de lisossomos com vacuolos endociticos (VENKATA-REDY;

GANGADHARAN, 1992).
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Os macréfagos podem ser ativados por diversos mecanismos como o contato
direto com: 1) microorganismos ou particulas inertes; 2) lipopolissacarideos (LPS)
bacterianos; 3) produtos do proprio tecido danificado e 4) com componentes
protéicos do sistema complemento ou da coagulacdo sanguinea, bem como por
certas citocinas que podem ser secretadas por linfécitos que estejam ao redor

(STITES; TERR, 1992).

O LPS é um glicolipidio 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 inflamacé&o. Ele ativa mondcitos e macréfagos para a produgédo de
citocinas pro-inflamatorias tais como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1), IL-6, IL-8 e IL-12. Em resposta ao LPS, os macréfagos secretam
uma ampla variedade de outros mediadores de resposta biolégica, incluindo fator
ativador de plaquetas, prostaglandinas, enzimas e RL, como o 6xido nitrico (RAETZ,

1990; COHEN, 2002).

Além de funcionarem como células fagociticas e apresentadoras de antigenos,
0s macrofagos secretam uma variedade muito grande de substancias que exercem
influéncia acentuada sobre outras células e estrutura dos tecidos, particularmente no
processo inflamatério. Entre essas substancias existe um numero enorme de
produtos como enzimas lisossémicas, colagenases, elastases, lisozima, fatores de
complemento, como C2, C3, C4, C5 e o fator B, interferon gama (INF-y),
prostaglandinas e leucotrienes. Algumas dessas substancias sao secretadas

continuamente, enquanto outras somente sao secretadas apds ativagdo (DIAS DA
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SILVA; MOTTA, 2003). Nos processos inflamatorios como na defesa frente as
infeccbes os macrofagos produzem RL a fim de destruir agentes patogénicos

(GARCIA, 2000). Durante a fagocitose essa producéo torna-se mais intensa.

3.3.1.1 Fagocitose

A fagocitose pode ser definida como um processo ativo de englobamento de
particulas grandes (>0,5um de dametro) dependente de energia. A destruicdo dos
microrganismos ocorre em vesiculas formadas na fagocitose, e dessa maneira, 0s
mecanismos de destruicdo, que poderiam causar lesédo, sdo isolados do restante da

célula (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

A fagocitose pode ser dividida em duas fases: inicialmente ocorre a aderéncia
da particula e em seguida a ingestdo ou interiorizacdo da mesma. Usualmente a
particula a ser fagocitada situa-se entre duas saliéncias da superficie celular ou
pseuddpodes e, pela fusdo desses, penetra do citoplasma, ficando envolvida por
parte da membrana celular que se separa e passa a envolver a particula fagocitada,

constituindo o fagossomo (DIAS DA SILVA; MOTA, 2003).

A primeira etapa da fagocitose envolve o reconhecimento do micrébio pelo
fagdcito, através de receptores especificos que reconhecem os micrébios. Alguns
desses receptores sao receptores de reconhecimento de padréo, incluindo lectinas
tipo C e receptores scavengers (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).
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O receptor de manose é uma proteina também encontrada na superficie
principalmente de macrofagos e células dendriticas, cujas fungdes incluem liberacao
de hidrolases extracelular, internalizacdo de patdogeno e captura de antigenos

(endocitose e fagocitose) (GORDON, 2003).

Os macrofagos também apresentam receptores que reconhecem certas
proteinas do hospedeiro que revestem microbios. Tais proteinas sdo chamadas de
opsoninas, e incluem anticorpos e proteinas do sistema complemento. Assim o
revestimento de um microorganismo com moléculas que favorecem sua destruicao
pelos fagocitos é conhecido como opsonizacdo. As principais opsoninas sao:
imunoglobulina G (IgG), fragbes C3b e C3bi do sistema do complemento e
fibronectina. Os patdgenos revestidos de anticorpos sdo reconhecidos por células
efetoras acessorias atraves de receptores para a porgcédo Fc. Receptores especificos
para as proteinas opsonisadoras estdo presentes na parede dos macrofagos, que se
ligam ao complexo opsonina-bactéria. Algumas bactérias, como a E. coli e
Pseudomonas sao fagocitadas independente de serem opsonizadas, pois se ligam

diretamente a receptores nos macrofagos (GORDON, 2003).

Diversos receptores que reconhecem microrganismos, tais como os Toll- like
receptor (TLRS), os receptores acoplados a proteina G, os receptores Fc e C3 e 0s
receptores de citocinas, principalmente IFN-y, atuam cooperativamente para ativar os

fagdcitos a destruirem os microrganismos ingeridos (BARTON; MEDZHITOV, 2003).

Quando os microrganismos sao fagocitados, estes sdo destruidos pela fuséo de

lisossomos com os fagossomas e pela producdo de moléculas microbicidas, que
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pode ocorrer tanto através de mecanismos oxidativos, oxigénio ou nitrogénio
dependentes (nos quais reativos intermediarios de oxigénio e de nitrogénio sao
produzidos), quanto nao oxidativos (hidrolases acidas, lisozimas e proteinas
catibnicas). Os produtos de oxigénio produzidos pelos macréfagos incluem o
perdxido de hidrogénio (H20,), o anion superéxido ('O2) e o radical hidroxila (OH")
enquanto os produtos de nitrogénio incluem principalmente o 6xido nitrico (NO)

(PIEMONTE, 2000; GODOY, 2002).

3.3.1.2 Producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) pelos
macrofagos ocorre principalmente durante o processo de fagocitose. Quando a
fagocitose ocorre, os macrofagos englobam grandes particulas como bactérias,
leveduras, células tumorais e células senescentes e, para eliminar essas particulas
ingeridas, eles produzem espécies derivadas do oxigénio e nitrogénio (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 1999).

Este mecanismo pelo qual as ERO sao produzidas é denominado de exploséo
respiratoria (burst respiratério) e incluem a formacao de ‘O, OH" e outros radicais e
nao radicais que sao agentes oxidantes e/ou facilmente conduzidos a radicais, como
o H;O,. Eles sdo muito instaveis, pois possuem de um ou mais elétrons
desemparelhados, os quais podem formar espécies altamente reativas (CADENAS;

CADENAS, 2002).
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A geracao de RL ocorre principalmente através do sistema da NADPH-oxidase,
gue é uma enzima de mdultiplas subunidades que sdo reunidas nos fagocitos
ativados, principalmente na membrana fagolisossémica. Esta enzima € induzida e
ativada por muitos estimulos, incluindo o IFN-y, LPS e os sinais do TLR. A funcéo
dessa enzima é reduzir o oxigénio molecular em ERO, tais como os radicais 'O,
com a forma reduzida do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH)
agindo como um cofator. O 'O, é enzimaticamente dismutado em H,0O, pela enzima
superéxido dismutase (SOD) (YAMAGUCHI; KANEDA, 1988; JOHANSSON et al.,
1995; PARK et al., 1992; PARK ; BABIOR, 1992; BABIOR, 1992; SEGAL; ABO,

1993).

Os produtos do burst respiratério tanto 'O, quanto o H;O, destroem os
patdgenos fagocitados ou presentes no meio extracelular. A intensidade do burst
respiratério em macréfagos depende de onde e como eles sdo obtidos. Macréfagos
residentes, que nao entraram em contato com nenhum tipo de estimulo, sdo pouco

ativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Dentre as ERN, destaca-se o NO, produzido pela agdo de uma enzima
chamada 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). A iINOS é uma enzima citosélica que
estd ausente em macrofagos nao ativados, mas pode ser induzida em resposta a
produtos microbianos que ativam os TLR, especialmente em combinag&o com IFN-y.
A INOS catalisa a conversédo de arginina em citrulina, e o gas de NO é liberado. Nos
fagolisossomos, o NO pode combinar-se com 'O, e H,O, gerados para produzir
radicais de peroxinitrito (ONOQO") que podem eliminar microrganismos (CADENAS;

CADENAS, 2002).
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O NO é uma molécula que desempenha um papel fundamental na patogénese
da inflamagé&o e é considerado como um mediador pré-inflamatoério (DIA, BERHOW;
MEJIA, 2008). A iINOS é expressa e continuamente ativa durante inflamacdes, onde
estd envolvida na defesa do hospedeiro contra patdgenos (CADENAS; CADENAS,
2002). O aumento na transcricdo do gene para esta forma da enzima é observado
em resposta a diferentes estimulos, como por exemplo, LPS (MONCADA et al.,

1994).

Nesse sentido, a ativacdo dos macrofagos lhes permite, entre outras funcgdes,
destruir microrganismos, principalmente devido a produgcéo de ERO e ERN (WOOD;
AUSTYN, 1993). No entanto, os produtos microbicidas destas células ndo distinguem
entre tecidos préprios e microrganismos, sendo assim, se esses produtos entram no
ambiente extracelular em grande quantidade, eles sdo capazes de causar lesdo
tecidual e um quadro clinico denominado estresse oxidativo (FERREIRA;

MATSUBARA, 1997)

3. 4 ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESAS ANTIOXIDANTES

ERO e ERN ao reagirem com macromoléculas como lipidios, proteinas e DNA
geram efeitos nocivos ao organismo através de rea¢des de oxidacdo induzidas pelos
RL que da-se o nome de estresse oxidativo (CADENAS; CADENAS, 2002). Este
pode resultar do excesso na producdo oxidante ou da deplecdo das defesas

antioxidantes. O estresse oxidativo pode ser benéfico nos casos de infec¢édo, quando
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ocorre producdo de RL por células fagocitarias, como os macrofagos, para destruir

microrganismos invasores (LEITE; SARNI, 2003).

Uma das consequéncias da producdo excessiva de RL na célula é a
peroxidacgdo lipidica. Segundo, Frankel, Waterhouse e Kinsella (1993) algumas das
consequéncias potenciais da peroxidacdo dos lipidios séo: a interrup¢éo das funcdes
relacionadas com a membrana (receptores, enzimas, permeabilidade); as
modificacbes das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), intensificando a
aterogénese; as alteracbes funcionais das plaquetas; as modificagcbes na
funcionalidade dos macrofagos; alteracdo da cascata do acido araquiddnico;

polimerizacdo protéica; precursores da aterogénese e mutacdo do DNA.

Todavia, além de seu efeito citotdxico, os RL atuam como mensageiros das vias
de sinalizagdo intracelular das células inflamatorias. O fator nuclear kappa B (NF-kB)
€ um fator central de transcricdo, envolvido na regulacdo de numerosos genes pro-
inflamatorios, incluindo muitas citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-2), fatores de
crescimento hematopoiéticos, moléculas de adeséo celular e a INOS. A ativacdo do
NF-kB, por exemplo, é induzida pelo H,O, e blogueada por varios antioxidantes,

incluindo a vitamina E (LEITE; SARNI, 2003).

A producdo continua de RL durante os processos metabdlicos e funcionais
(como acontece para macrofagos) leva ao desenvolvimento de muitos mecanismos
de defesa antioxidante que tem por fungéo impedir ou amenizar danos ao organismo

(SIES; STAHL, 1995).
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Em nosso organismo existem sistemas especializados de defesas
antioxidantes. Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e/ou reducéo
das lesbes causadas pelos RL nas células. A acdo antioxidante nas células pode ser
promovida por sistemas enziméticos enddgenos e ndo enzimaticos enddgenos e
exogenos. Estes constituem as denominadas defesas antioxidantes do organismo

(SIES; STAHL, 1995).

Os sistemas enzimaticos enddgenos incluem enzimas como a SOD, catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPX) entre outras. Tais enzimas encontram-se no
interior das células, onde é utilizado o oxigénio e agem especificamente contra ERO
(CADENAS; CADENAS, 2002). A SOD elimina o 'O; produzindo H,O,, sobre o qual
atua a CAT e a GPX, decompondo-se em oxigénio e agua (SIES; CADENAS, 1985;
GARCIA, 2000). A SOD também previne a conversdo do NO em suas formas

oxidativas (LEITE; SARNI, 2003).

Pelo fato de que no estresse oxidativo h4 uma eficiéncia parcial do sistema
antioxidante endégeno do organismo humano, torna-se necesséria a contribuicdo de
antioxidantes exdégenos, que sdo obtidos através da dieta (PIETTA; SIMONETTI;
MAURI, 1998). Os alimentos, principalmente as frutas, verduras e legumes, contém
agentes antioxidantes, como as vitaminas C, E e A, a clorofilina, a coenzima Q, os
compostos fendlicos, os flavondides, os carotendides, a curcumina e outros que sao
capazes de restringir a propagacao das reacdes em cadeia e as lesbes induzidas

pelos RL (STAVRIC, 1994; FOTSIS et al., 1997; POOL-ZOBEL et al., 1997).
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3.5 RESVERATROL

3.5.1 A molécula

O resveratrol foi descoberto e isolado em 1940, e desde entdo vem ganhando
destaque em pesquisas e numero de citacdes. Trabalhos com este composto vém

crescendo em grandes proporgdes nas ultimas décadas (BAUR et al., 2006).

O resveratrol foi primeiramente isolado de raizes da planta Polygunum
cuspidatum (Kojo kon) utilizada amplamente na medicina popular no oriente, sua
ocorréncia também é vista em algumas arvores incluindo o eucalipto, em algumas
flores como o Veratrum grandiflorum e Veratrum formosanum, em amendoins,
amoras e também esta presente em uvas (Vitis vinifera e Vitis labrusca) (PERVAIZ,
2003). Na uva o resveratrol € sintetizado na casca como resposta ao estresse
causado por ataque fungico, dano mecanico ou por irradiagdo de luz ultravioleta
(ARCE et. al., 1998). O precursor do resveratrol € o aminoacido fenilalanina e a
enzima estilbeno sintetase catalisa a conversdo deste em resveratrol (JEANDET et
al., 2002).

O resveratrol € um composto fenélico que pertence a classe dos estilbenos. A
estrutura da molécula consiste em dois anéis fendlicos unidos por uma ligacdo dupla
qgque permite orientagbes cis (cis-3,5,4'-trihidroxiestiibeno) e trans (trans-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno) (Figura 1). O isébmero trans-resveratrol € convertido para cis-

resveratrol em presenca da luz visivel (SAUTTER, et al., 2005).

A maioria dos efeitos do resveratrol tem sido atribuida a sua isoforma trans,

considerada mais estavel e encontrada em maiores quantidades. O trans-resveratrol
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também é a forma comercialmente disponivel e é relativamente mais estavel se for
protegido de pH alto e luz (SOLEAS et al.,1997). A isoforma cis é considerada
biologicamente menos ativa, embora estudos comparativos ja demonstraram efeitos

semelhantes dessas duas isoformas (ORALLO, 2006).

HO _
HO
& Ay X
HO OH OH
Trans-Resveratrol Cis-Resveratrol

Figura 1 - Estrutura quimica dos isdbmeros trans-resveratrol e cis-resveratrol

Fonte: SAUTTER et al. (2005)

3.5.2 Atividades biolégicas

O uso medicinal do vinho pelo homem tem sido uma pratica que data mais de
2.000 anos. Importantes civilizacdes do mundo ocidental como 0s egipcios, 0s
gregos e 0s romanos, e do mundo oriental como os hindus, fizeram uso do vinho
tinto como um remédio para o corpo e para a alma. Médicos eminentes da
antiguidade como Hipo6crates, Galeno e Celsius exaltavam as propriedades
medicinais do vinho e adiantaram uma interpretacao razoavelmente correta dos seus

mecanismos de acao (JOHNSON, 1989).
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Estudos epidemiologicos sobre a dieta do Mediterraneo sugerem que o
moderado consumo de vinho é benéfico para a salde. Dos componentes derivados
do vinho, um grupo de maior interesse sdo os polifendis (SAN JUAN, 2002). Um
desses compostos é o resveratrol, que contribui com potencial antioxidante e
desenvolve um papel importante na prevencdo de doencas inflamatorias e
cardiovasculares em humanos. Dados da literatura mostram que o resveratrol é
capaz de impedir os danos gerados pelos ERO por agir de acordo com um
mecanismo chamado scavanger, onde ocorre a captura direta dos RL (LEONARD et
al., 2003; SOARES, 2001). O resveratrol também é capaz de aumentar a atividade
de enzimas envolvidas no estresse oxidativo como a SOD, CAT e GPX de forma
dose dependente (MOKNI et al., 2007).

Frankel, Waterhouse e Kinsella (1993) foram os primeiros a estudar a
capacidade antioxidante do resveratrol, tendo verificado que o resveratrol protege as
LDL humanas da oxidacdo catalisada pelo cobre. Desde entdo, véarios estudos
demonstraram, que a atividade antioxidante direta do resveratrol se deve
essencialmente a sua capacidade em quelar o cobre e a sua atividade captadora de
RL como ja mencionado (BELGUENDOUZ et al., 1997; FREMONT et al., 2000; ZOU
et al., 2000) e concluiram que o resveratrol pode prevenir o desenvolvimento da
aterosclerose.

In vitro, o resveratrol parece ser capaz de induzir o relaxamento vascular por
mecanismos dependentes e independentes de NO e ainda inibir muitas das reacoes
celulares associadas a aterosclerose e inflamagdes tais como a expressao endotelial
de moléculas de adeséo e liberagcdo de citocinas pelos leucdcitos polimorfonucleares

(DA LUZ; COIMBRA, 2001).
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Conforme Subbaramaiah et al. (1998), a atividade antiinflamatéria do
resveratrol é explicada pela inibicdo da transcricdo e atividade das ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2), inibindo também a sintese de tromboxinas, portanto atuando
como anticoagulante (PACE-ASCIAK, 1996; ZBIKOWSKA et al.,1999).

Outros autores relataram que o resveratrol pode também atuar de modo similar
ao estrogénio e substituir parcialmente este, nos tratamentos pds-menopausa
(RATNA; SIMONELLI, 2002). Estudos de Gehm et al. (1997) avaliaram a capacidade
do resveratrol atuar como fitoestrégeno e obtiveram resultados satisfatérios,
concluindo que este tem acdes estrogénicas. Outros estudos com 0 mesmo
propésito confirmaram esse resultado (CALABRESE, 1999).

Lu e Serrero (1999) demonstraram que o resveratrol pode atuar como um
agonista parcial ao receptor de estrogénio (RE), no entanto na presenca de
estrogénio este atua como antagonista, levando a inibicdo do crescimento de células
de cancer de mama.

Baur et al. (2006) ao estudarem cobaias submetidas a uma dieta hipercalérica,
gue posteriormente receberam doses de resveratrol relataram que 0s animais
apresentaram maior sobrevida quando comparado aos que nao receberam,
apresentando menor dano hepético e menor risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Assim puderam concluir, que 0s animais que recebiam a dieta
gordurosa e recebiam resveratrol apresentaram uma longevidade e qualidade de
vida semelhante aqueles que seguiram uma dieta normal e balanceada. As principais

atividades biolégicas do resveratrol estdo demonstradas na Tabela 1.
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Tabela 1: Principais atividades biologicas do resveratrol.

Atividade Biologica Mecanismo Referéncia

1. capturar RL BELGUENDOUZ et al.(1997) FAUCONNEAU

2. quelar cobre etal. (1997)

ANTIOXIDANTE 3. aumentar expresséo das enzimas CAT, SOD FREMONT etal. (2000)

ZOU et al. (2000); SOARES et al.(2001)
e GPX
MOKNI et al. (2007)

1. inibir da COX e a lipoxigenase ARRICHI et al. (1982)

. . ~ PINTO; GARCIA- BARRADO; MACIAS
ANTIINFLAMATORIA 2. regular negativamente a expressdo do TNF-

(1999)
a, NO, prata C reativ a, INF-y, IL-pro-

HARIKUMAR; AGGARWAL (2008)
inflamatoérias

ESTROGENICA 1. ativar ou ndo receptores do estrogénio — CEHMetal. (1997)

. . CALABRESE (1999)
agonista ou antagonista

RATNA; SIMONELLI ( 2002)

3.5.3 Biodisponibilidade e toxicidade

Yu et al. (2002) relataram que o resveratrol apresenta uma baixa
biodisponibilidade, seus metabdlitos sdo o resveratrol sulfato e resveratrol
glucoronideo.

Outros autores também relatam que as concentragbes de resveratrol ndo
conjugado na corrente circulatéria e tecidos apds sua ingestdo sao relativamente
baixas, menos que 2 uM no plasma (GESCHER; STEWARD, 2003; PIGNATELLI et
al., 2006).

Estudos como o de Goldberg et al. (2003) verificaram a eficiéncia de absorgéo
do trans-resveratrol, bem como, dos fendlicos catequina e quercetina e descobriram

gue a concentracdo desses produtos, livres ou conjugados, quando administrados
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oralmente para individuos saudaveis atingiram pico maximo em 30 minutos apds o
consumo. Concluindo que a absorgéo do resveratrol foi mais eficiente do que a da
catequina, sendo esta mais eficiente do que a quercetina.

Vitaglione et al. (2005) demonstraram que o metabdlito mais importante no soro
humano é o resveratrol glucoronideo. O resveratrol pode ser absorvido pelo intestino
delgado, assim como s&o outros flavondides (FREMONT, 2000). ApGs a absorcao o
resveratrol € metabolizado por enzimas no figado, possui meia-vida plasmatica de 8-
14 minutos e a excrec¢do é feita pela urina (WALLE et al.,2004).

Um estudo sobre a biodisponibilidade do resveratrol foi realizado com humanos
que receberam o mesmo marcado com **C, por via oral (25 mg) ou intravenosa (0,2
mg). Ao mensurarem as taxas de absorcdo os pesquisadores obtiveram
aproximadamente 70%, ou seja, evidenciaram uma alta absorcao do resveratrol. No
entanto apds 1 hora de administragcéo via oral a concentracdo méaxima observada no
plasma foi de 22 nM e na administracdo intravenosa em cerca de 36 — 45 nM
(WALLE et al., 2004)

Carrol et al. (2002) trataram ratos com 20 mg/kg via oral de resveratrol e apés
10 minutos da administracdo a concentracdo encontrada no cérebro foi de 0,46M,
considerando-se por conseguinte a densidade do tecido cerebral 1,04 g/mL. Assim
0s autores concluiram que por ser o resveratrol lipossolavel, consegue facilmente
atravessar a barreira hematoencefalica e chegar ao cérebro.

Crowel et al. (2004) testando a toxicidade do resveratrol em ratos administrando
de 0,3 a 3 g/kg/dia, ou seja, doses equivalentes a 21,7 — 210 g/dia em um humano
de 70 kg durante 4 semanas. Dos 40 ratos utilizados, apenas 2 morreram apos

receberem as doses. Em humanos relatos mostram também que nenhum efeito
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adverso foi observado apds o consumo de 5 g/70kg em uma Unica dose em pesquisa

realizada com 104 pacientes (BOOCOCK et al., 2007).

3.5.4 Efeito em macréfagos

Estudos com macréfagos tanto de linhagem celular quanto os obtidos de
animais demonstram que resveratrol exerce efeito antioxidante. Leiro et al. (2002 e
2004), demonstraram que a producdo de ERO e ERN é inibida nestas células
guando tratadas com resveratrol em diferentes concentragdes. Especificamente Leiro
et al.,(2004) demonstraram claramente que o resveratrol nas concentragdes de 1, 10
e 100pM diminuem a producdo de H,O, por macréfagos peritoneais de
camundongos.

Azevedo et al. (2001) também descrevem a capacidade do resveratrol em agir
capturando RL em cultura de macrofagos, bem como Chan et al. (2000),
comprovaram esse achado confirmando a atuagcédo do resveratrol como composto
antioxidante também para células de cultura.

Zhen-Hua Ma et al. (2006) em estudos com macréfagos demonstraram que o
resveratrol € capaz de inibir a producdo de NO pela reducdo da expressado de iINOS
guando estas células estdo ativadas com LPS.

Em estudos in vitro, o resveratrol inibe a secrecdo de citocinas proinflamatorias
pelos macrofagos, conferindo protecdo especifica contra o desenvolvimento de
aterosclerose e outras doencgas inflamatorias (DA LUZ; COIMBRA, 2001; LEIRO et

al., 2004).
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Todas as agbes do resveratrol em macréfagos ocorrem por meio de alvos
moleculares especificos, em especial através da inibicdo de vias importantes da
resposta inflamatéria, por exemplo, a ativacdo da via de sinalizacdo do NF-kB
(CANCELLO; CLEMENT, 20086).

A ativacéo da via de sinalizagcdo do NF-kB ocorre pela ligacdo de um ligante em
um receptor de superficie celular, como o receptor para o TNF-a (TNF-R) e o TLR-4
que por sua vez pode ser ativado por LPS (CANCELLO; CLEMENT, 2006; BAUD et
al., 2009).

Bastos, Rogero e Aréas (2009) propde alguns pontos de regulacdo por

compostos bioativos, como o resveratrol nas vias de sinalizacdo de macrofagos,

como mostrado na Figura 2.
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* Pontos de regulagio de composlos bicalivos dos alimentos.

Figura 2. Modelo de pontos de regulagdo por compostos bioativos, como o do resveratrol em
macroéfagos, interferindo nas vias de sinalizagdo dos fatores de transcricao NF-kB e AP-1. A presenca
de lipopolissacarideos (LPS) estimula a via de sinalizagdo do fator de transcricdo denominado fator
nuclear kappa B (NF-kB), enquanto a presenga de TNF-a estimula tanto a via de sinalizagdo do NF-«kB
guanto da proteina-1 ativadora (AP-1). A ativagdo dessas vias resulta no aumento da expresséao de
genes que codificam para proteinas envolvidas na resposta inflamatoria.

Fonte: Adaptado de BASTOS; ROGERO; AREAS (2009).
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O resveratrol também inibe in vitro a expressao génica das enzimas COX-2 e
iINOS e das moléculas de adesao de superficie celular, como a molécula-1 de
adesao intercelular (ICAM-1), molécula-1 de adesao de leucécitos endotelial (ELAM-
1) e molécula-1 de adesao celular vascular (VCAM-1). Uma vez que 0S genes que
codificam para essas proteinas sao regulados pelo fator de transcricdo NF-kB. Sendo
assim o efeito antiinflamatério do resveratrol € decorrente da sua acdo supracitada
sobre a via de sinalizagdao do NF-kB (RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006;

AGGARWAL; SHISHODIA ,2006).

3.6 DIMORFISMO SEXUAL NA RESPOSTA IMUNE DE MACROFAGOS

Respostas imunes mediadas por células diferenciam-se ndo somente quanto
aos organismos de que fazem parte, seus componentes e mecanismos que Sao
desencadeados, mas também quanto a presenca de substancias que as podem
regular. Os hormdnios sexuais sdo exemplos de substancias imunomoduladoras que
promovem respostas imunes diferenciadas entre 0s sexos e, por conseguinte, s&o
responsaveis pelo dimorfismo sexual da resposta imune mediada pelos macréfagos.

De fato, muitos estudos clinicos e experimentais, com humanos e animais, tém
demonstrado a existéncia de dimorfismo sexual das respostas imunoldgicas (TALAL,
1992; ANSAR-AHMED; PENHALE; TALAL, 1985). Acredita-se que a presenca dos
estrogénios estimule as respostas imunes, enquanto que os androgénios mostram
uma tendéncia contraria, pois estd bem estabelecido que fémeas apresentam uma
resposta imune humoral e celular mais efetiva (GAILLARD; SPINEDI, 1998;

BOUMAN et al., 2005) e uma maior resisténcia a infec¢cdes bacterianas e virais
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guando comparada aos machos (MILLER; HUNT, 1996). Todavia fémeas
apresentam maior incidéncia das doencas auto-imunes tais como lupus eritematoso
(GAILLARD; SPINEDI, 1998; BOUMAN et al., 2005).

Nesse sentido, ndo existem duvidas de que os esterdides sexuais modulam as
respostas imunes (GROSSMAN; ROSSELE; MENDENHALL,1994). Em se tratando
especificamente dos hormdnios sexuais femininos, sabe-se que 0 estrogénio e a
progesterona tém sido associados, respectivamente, com auto-imunidade e
imunossupressao (CUTOLO et al., 2004).

Em 1969 foi demonstrado primeiramente que o estrogénio aumenta a atividade
fagocitica de macréfagos de camundongos e na década de 80 demonstrou-se que o
estrogénio aumenta o namero de granuldcitos humanos (células progenitoras de
macrofagos) (MAOZ et al., 1985; BARAK et al., 1986). Isto € bem observado durante
a gravidez e em outros momentos em que ocorrem alteracdes nos niveis
estrogénicos. Na gravidez o numero de macrofagos humanos e sua capacidade
fagocitica aumentam com crescentes concentragbes de estrogeno (VERNON-
ROBERTS, 1969).

Observacdes de que em animais castrados e em mulheres ap6s a menopausa,
com baixos niveis de estrogénios, a resposta imune é atenuada e predispéem o
organismo a invasao microbiana e infec¢ao, vem de encontro com tal idéia (OLSEN;
KOVACS, 1996; MEDEIROS; OLIVEIRA; YAMAMOTO, 2003).

Tém-se observado que mulheres na pds-menopausa tém menor namero de
células secretoras de citocinas do que na pré-menopausa, entretanto a perda da
funcdo ovariana com a menopausa estd associada ao aumento dos marcadores

séricos pro-inflamatorios (IL-1, IL-6, TNF-a, selectina-E e moléculas de adeséao
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intracelular ICAM-1) e hiperresponsividade das células do organismo a estas
citocinas em consequéncia do aumento no numero de receptores e co-fatores
facilitadores da acdo das citocinas (KELLER et al., 2001; VERTHELYI; KLINMAN,
2000).

De fato, ndo resta davida de que as diferentes respostas imunes dependentes
do sexo sado atribuidas a influéncia de estrégenos, progesteronas e andrégenos,
embora ainda tém-se pouca informag¢do sobre os mecanismos de acdo especificos
desses esteréides em células do sistema imunologico. Mesmo a acdo estrogénica
per se sobre as células do sistema imune ainda ndo est4d bem esclarecida, pois
apesar das descricoes de seu efeito positivo do estrogénio sobre a resposta imune
existem evidéncias sugerindo que baixas doses do horménio estimulam a resposta
mediada por células, enquanto altas doses exercem efeito oposto (MEDEIROS;
MAITELLI; NINCE, 2007).

A regulacado do sistema imune pelos hormonios esteréides sexuais requer que
as células deste sistema expressem receptores adequados (TALAL, 1992). Os
receptores para diferentes horménios diferem nos diversos tipos de células do
sistema imunoldgico, tanto em nimero como em atividade, sendo estes dependentes
da ativacao celular (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007).

De fato RE tém sido relatados em células do sistema imune de ratos e humanos
(FRAZIER-JESSEN; KOVACS, 1995). Os RE apresentam-se sob duas principais
isoformas, alfa (REa) e beta (REB), as quaiside codificadas por diferentes genes
(DIEZ-PERES, 2006).

RE sé&o receptores ligantes dependentes, ou seja, para sua efetiva ativacdo e

funcdo necessitam interagir com o horménio (estrogénio) ou outras moléculas
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ligantes, como os moduladores seletivos do receptor de estrogénio (SERMs). Muitos
compostos de diversos grupos quimicos podem ativar o RE, e hoje mais de setenta
moléculas ja foram descritas como pertencentes ao grupo dos SERMs, dentre as
guais incluem-se os fitoestrogénios (DIEZ-PERES, 2006).

A ligacdo do horménio ou dos SERMS com o RE pode conduzir a respostas
celulares distintas que ocorrem por diferentes vias de sinalizagdo, a génomica e a
ndo gendmica (SIMONCINI et al, 2002). Quanto a via de sinalizacdo gendmica, sabe-
se que a funcdo dos RE é de fatores de transcricdo ligante dependente, onde RE
modulam a expresséo de genes pela ligacdo com elemento responsivo ao RE, o
ERE (do inglés “Estrogen Response Element”). Cumpre ressaltar que a resposta da
ativacao do receptor pelo estrogénio difere da ativacdo induzida pelos SERMs, pois
estudos mostraram que sequéncias consenso (ERE) sdo reconhecidas em genes
diferentes resultando em efeitos agonistas e antagonistas descritos para o receptor
(DIEZ-PERES, 2006).

Em macréfagos ja foi demonstrado que ER séo expressos (MANIKANDAN et
al., 2009). Assim quando macrofagos estdo presentes em ambientes com baixos ou
altos niveis de estrégenos, estes podem responder de forma distinta quanto a sua
funcionalidade, caracterizando diferencgas importantes entre 0s sexos.

Também pela similaridade da molécula do resveratrol com o estrogénio, &
importante destacar que este pode se ligar aos RE e exercer efeito imunomodulador,
via esses receptores (NARENDRA et al., 2007). Como ja descrito na literatura, o
estrogénio € um horménio que esta envolvido na regulacdo da resposta imune
(GAILLARD; SPINED, 1998; MILLER; HUNT, 1996; BOUMAN et al., 2005) podendo

regular o niumero de células do sistema imune, a produc¢éo de citocinas e mediadores
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inflamatoérios, bem como aspectos da diferenciacdo celular (MEDEIROS; MAITELLI;
NINCE, 2007).

Assim, as diferencas nas respostas imunoldgicas ndo estdo concentradas
apenas na estrutura em o que nasce ja com o individuo (células e produtos celulares
da imunidade inata) e o que ele adquire ao longo da vida (produtos da imunidade
adquirida), mas também se relaciona ao ambiente no qual onde esta inserido o
sistema imune bem como suas células. De fato o resveratrol ja tem seus efeitos
antioxidantes e antiinflamatérios bem esclarecidos, no entanto, no que diz respeito
ao dimorfismo sexual decorrente da regulagéo por hormoénios esteroidais sua agao

ainda néo esta bem compreendida.



Programa de Pos-Graduag&o em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) — MATERIAL E METODOS

a7

4. MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

Os reagentes resveratrol, quercetina, estradiol, lipopolissacarideo (LPS),
Zimosan e MTT foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical (Sdo Diego, EUA). O
dimetilsulféxido (DMSO) foi adquirido da Biotec (Sdo Paulo, SP, BR). O meio de
cultura RPMI 1640, soro fetal bovino (SFB) e penicilina e estreptomicina foram
adquiridos da Vitrocell (Campinas, BR). Os reagentes para determinacéo da glicose,

colesterol e triglicerideos foram adquiridos da KOVALENT (Sao Gongalo, RJ, BR).

4.2 ENSAIO BIOLOGICO

4.2.1 Delineamento experimental

O modelo animal utilizado para o ensaio bioldgico 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 ragdo (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 experimentacao
animal preconizada pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) que

salienta aspectos de trato e uso humanitario com animais de laboratério, bem como
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obtiveram aprovacdo da Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal da UEPG,

registrado sob nimero 03511/2010.

A Tabela 2 mostra o delineamento experimental proposto para este trabalho,
sendo que os animais foram divididos em trés grupos de acordo com 0s critérios: a) o

sexo do animal e b) ciclo estral.

Tabela 2: Delineamento experimental em funcéo dos grupos.

GRUPO SEXO CICLO ESTRAL N° (ANIMAIS)
G1 Macho 12
G2 Fémea Diestro (baixa concentragdo plasmatica de estradiol) 11
G3 Fémea Proestro (alta concentragdo plasmatica de estradiol) 14

No dia anterior ao sacrifico dos animais, que foi realizado por decapitacéo,
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 feromonios (MATTARAIA et al., 2009). A
outra caixa, foi mantida afastada dos machos, no laboratério ao lado, continha 3
fémeas. Para a formacdo dos grupos foi realizado, no dia do experimento, 0
esfregaco vaginal das fémeas, para identificagcdo da fase do ciclo estral. Para tanto,
as ratas foram imobilizadas e introduziu-se na vagina da rata um cotonete umedecido
em solucéo fisiologica, coletando-se o material epitelial com movimentos rotatorios
delicados. Posteriormente o material foi estendido sobre uma lamina limpa, sendo
esse fixado com uma solucéo alcool éter (3:1) e corado com hematoxilina e eosina

(HE). A identificacao das fases do ciclo estral foi realizada por microscopia de luz por
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comparacdo com imagens de laminario fornecido por Marcondes, Bianchi, Tanno,

(2002).

A partir da formacg&o dos grupos, os animais foram pesados em balanga, para
determinacdo de possivel variacdo do peso corporal entre 0s grupos. As
mensuracdes foram feitas em balanca analitica digital da marca Marte AS 200c.,

sendo 0s animais posteriormente sacrificados.

4.2.2 Coleta do sangue, otencéo de soro, e determinacédo de parametros hormonais

(17-B estradiol) e bioguimicos (glicose, colesterol e triglicerideos).

Os animais apo0s 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 coagulacdo sanguinea. Para
a obtencao do soro realizou-se a centrifugacdo 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 determinagcbes 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 concentracdo seérica de
17-B estradiol foi determinada por quimiluminescéncia, sendo essas amostras
encaminhadas ao laboratério de analises clinicas Louis Pasteur, Unido da Vitdria,

PR.
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4.2.3 Obtencéo de macréfagos peritoneais

Os macrofagos foram obtidos por laparotomia mediana conforme descrito por
Sampaio (2000), injetando-se 10 — 20 mL de PBS (Tampéo salina fosfato: 137 mM
NacCl; 2,7 mM KCI; 8,0 mM Na,HPOy4; 0,6 mM CaCl,; 1 mM MgCl,; 1,4 mM KHPOy;
e pH 7,4) estéril com antibiético (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 suspenséo de células retirada do animal foi centrifugada para obtencdo dos
macrofagos. O precipitado foi entdo ressuspendido em 30 mL de solucdo de
hemolise estéril, foram aguardados de 8-10 minutos com a amostra em gelo para a
completa lise das hemacias, e apds outra centrifugacdo, os macrofagos foram
lavados duas vezes com PBS e novamente centrifugados. Todas as centrifugacoes
foram realizadas a 200 g, durante 8 minutos.

Apds 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 concentragdo
celular foi ajustada para 4 x 10° células/mL também utilizando-se meio de cultura

RPMI com 10% de SFB.

4.3 AVALIACAO DO EFEITO RESVERATROL, QUERCETINA E ESTRADIOL NA

VIABILIDADE CELULAR
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A viabilidade celular foi avaliada de maneira indireta através da determinacao da
atividade das desidrogenases mitocondriais empregando o ensaio de reducdo do
MTT. Os macréfagos foram semeados em placas de cultura de 96 pocos na
concentracdo de 4 x 10° células/poco e foram incubadas em estufa de atmosfera
Umida, com CO, a 5%, para a adesdo celular pelo periodo de 4 horas.
Posteriormente os macrofagos foram tratados com: resveratrol (10 uM), quercetina
controle de atividade antioxidante (10 uM) e 17B-estradiol controle de atividade
estrogénica (10 nM), na presenca ou auséncia de LPS (10 pg/mL) e incubadas
novamente por 24 horas. Apos este periodo de incubacéo, o sobrenadante da cultura
foi descartado, e sobre as células foi adicionada uma solucéo diluida 1:10 de MTT*
(5 mg/mL) em meio RPMI com 10% de SFB conforme descrito por MOSMANN et al.
(1983). As ceélulas foram deixadas na estufa novamente por 30 minutos, e o
sobrenadante novamente foi desprezado e entdo 200uL de DMSO foram adicionados

ao precipitado formado (formazan), resultado da reducdo do MTT.

A amostra foi homogeneizada e o0 sobrenadante foi medida em
espectrofotdbmetro a 550 nm. A viabilidade celular (%) foi calculada pela formula %

viabilidade = (Abs média da amostra x 100) / Abs média do controle.

4.4 PARAMETROS AVALIADOS DA FUNCIONALIDADE DE MACROFAGOS

4.4.1 Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio por

macrofagos
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Para avaliacdo do efeito do resveratrol sobre a producdo de ERO e ERN por
macrofagos de ratos machos e fémeas em diestro e proestro, as células foram
semeadas em placas de 24 ou 96 pocos na concentracdo adequada para cada
experimento (2 ou 4 x 10° células/poco). Apds o cultivo a 37°C em estufa com
atmosfera amida e 5% de CO, por 4 horas, para a completa adesao celular, as
culturas foram lavadas com PBS estéril e os tratamentos foram realizados pelo
acréscimo de meio de cultivo fresco com duas diferentes concentracoes (5 e 10 uM)
ndo citotdxicas de resveratrol (BIANCHINI; VAINIO, 2003). Estes tratamentos foram
comparados com os controles de atividade antioxidante, a quercetina (5 e 10 uM) e o
controle de atividade estrogénica, o 17B-estradiol em concentracfes fisiolégicas
(0,01 e 10 nM) (YOU et al.,, 2003), além do controle do veiculo, o DMSO na
concentragédo de (0,5%), solvente empregado para solubilizacdo do resveratrol,
guercetina e estradiol. Todos os experimentos foram realizados na presenca ou
auséncia de LPS solubilizado em PBS (10 pg/mL). Os tratamentos foram realizados
por 24 horas, apos este periodo de incubacdo os sobrenadantes das culturas foram

colhidos para a determinacéo da producao NO e H»0O,.

4.4.1.1 Determinagao da produgé&o de NO:

A producdo basal de NO e a induzida por LPS foi determinada de maneira
indireta através da dosagem da concentracdo de nitrito (NO;) no sobrenadante do
cultivo de células, utilizando-se reagente de Griess, o0 qual foi adicionado na

proporcdo de 1:1 (v/iv) com sobrenadante das culturas, procedendo-se
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posteriormente a leitura a 550 nm em espectrofotdmetro. Os valores de leitura foram
comparados a uma curva padrédo de NaNO,, e os resultados obtidos em yM de nitrito
liberado por 4x10° células foram expressos em porcentagem de producéo de NO de
dados normalizados pelo controle/DMSO (SAMPAIO, 2000). A porcentagem de
producdo foi calculada, utilizando a seguinte férmula: (valor de NO produzido x 100) /
valor médio produzido pelo controle. Na apresentacdo dos graficos os valores
produzidos pelo controle foram considerados como sendo 100% para comparar com
valores obtidos nos tratamentos. As porcentagens de inibicdo de produgéo de NO de

cada tratamento foram calculadas pelas diferengcas em relagdo ao controle.

4.4.1.2 Determinacgao da producgao de H;O5:

A determinacdo da producdo de H,O, foi realizada por espectrofotometria
usando a técnica de Xylenol Orange, conforme descrito por Fabiani et al. (2009).
Para realizacdo desta técnica o sobrenadante do cultivo dos macrofagos tratados
(20pl) foi coletado em uma nova placa onde se adicionou 200uL de solucdo de cor
gue continha 1mL do reagente 1 (25 mM de sulfato de amoénio ferroso e 2,5M de
Acido Sulfarico) 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 expressos em uM de
H20- liberado por 4x10° células foram expressos em porcentagem de producéo de
H,O, de dados normalizados pelo controle/DMSO. A porcentagem de producéo foi

calculada utilizando a seguinte formula: (valor de H,O, produzido x 100) / valor
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médio produzido pelo controle. Na apresentacdo dos gréficos os valores produzidos
pelo controle foram considerados como sendo 100% para comparar com os valores
obtidos nos tratamentos. As porcentagens de inibicdo de producéo de H,O, de cada

tratamento foram calculadas pelas diferencas em relagéo ao controle.

4.4.2 Ensaio de fagocitose

Para o ensaio de fagocitose foram semeados sobre as laminulas de vidro 2 x
10° células/laminulas em placas de 24 pocos. Estas foram incubadas a 37°C em
estufa com atmosfera umida e 5% com CO, por 4 horas, para completa adesao
celular. Apos este periodo de incubacdo, os macrofagos foram tratados com:
resveratrol (5 e 10 uM), quercetina (5 e 10 uM) e 17B-estradiol (0,01 e 10 nM) pelo
periodo de 2 horas em estufa.

Para o ensaio de avaliagdo da capacidade fagocitica propriamente dito, o
meio de cultivo dos diferentes tratamentos foi retirado e sobre os macréfagos
aderidos as laminulas foram adicionados de meio fresco de cultivo acrescidos com
uma suspensao de Zimosan opsonizados 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 de luz, 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 niumero de macréfagos que fagocitaram 3 ou mais particulas de

Zimosan.
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Cumpre ressaltar que para a opsonizacdo, o Zimosan foi diluido com soro de
rato normal na proporcéo de 1:1, e incubado a 37° C em banho maria, sob agitacéo
constante. Apos 30 minutos, o Zimosan com o soro foi centrifugado a 550 g por 15

minutos. O precipitado foi lavado com PBS por trés vezes.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média.
Utilizando o programa PRISMA Graph Pad 5.01, as comparacdes foram obtidas por
teste de variancia ANOVA — One Way e a diferenca entre os grupos foi avaliada pelo

pos-teste de Tukey e na comparacao de dois grupos isolados empregou-se o teste t.
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5. RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em um capitulo em forma de artigo cientifico:

Capitulo |

ESTUDO COMPARATIVO DOS EFEITOS DO RESVERATROL NA CAPACIDADE
FAGOCITICA E PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E
NITROGENIO EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE RATOS MACHOS E DE
FEMEAS
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ESTUDO COMPARATIVO DOS EFEITOS DO RESVERATROL NA
CAPACIDADE FAGOCITICA E PRODUQAO DE ESPECIES REATIVAS
DE OXIGENIO E NITROGENIO EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE
RATOS MACHOS E DE FEMEAS
BORILLE, J. M. ; JURASZECK, C. ? ; KANUNFRE,C.C.}?

RESUMO

O resveratrol é uma fitoalexina encontrada em vérias plantas, como por exemplo, na
Vitis vinifera (uva). Este composto fendlico pertence a classe dos estilbenos e tem sido
alvo de interessantes pesquisas, devido a sua acdo antioxidante, antiinflamatéria e
fitoestrogénica. OBJETIVOS: Este estudo teve por objetivo investigar o efeito do
resveratrol na capacidade fagocitica e na produgdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio de macréfagos peritoneais de ratos machos e fémeas. METODOLOGIA: Os
macrofagos, obtidos de ratos Wistar distribuidos em trés grupos, machos, fémeas em
diestro e fémeas em proestro, foram tratados com resveratrol 5 e 10 uM, quercetina 5 e
10 puM (controle de atividade antioxidante), e 17B-estradiol 0,01 e 10nM (controle de
atividade estrogénica) pelo periodo de 24 horas. RESULTADOS: O resveratrol 5 e 10
MM inibiu significativamente a producgéo de 6xido nitrico (NO) e a produc¢éo peroxido de
hidrogénio (H,0O,). A capacidade fagocitica a particulas de zimosan opsonizadas e néo
opsonizadas ndo foi alterada em funcdo do tratamento com resveratrol. Esse efeito
inibitério na producéo de NO e H,0, foi também observado para a quercetina quando
empregada na concentracdo de 10 pM. Os tratamentos com 17B-estradiol reduziram a
producédo de NO e H,0, induzida por LPS apenas nos macréfagos de ratos machos.
DISCUSSAO: Os efeitos imunossupressores do resveratrol corroboram com o descrito
potencial antioxidante e antiinflamatério, que pode ser devido a captura de radicais
livres, a regulacdo da expressdo de enzimas antioxidantes, a inibicdo da expressdo de
INOS, ou diretamente sobre a via de sinalizagédo que culminam na ativacdo de fatores de
transcricdo pro-inflamatérios como o NF-kB e AP-1. CONCLUSAO: Neste trabalho,
comparado aos controles, quercetina e ao 17B3-estradiol, o resveratrol demonstrou ter
efeito antioxidante mais acentuado do que fitoestrogénico. No entanto observou-se efeito
diferencial de resposta do resveratrol entre os grupos, sendo que machos e fémeas em
diestro respondem similarmente aos tratamentos com resveratrol diferindo de fémeas
em proestro. Entretanto estes resultados precisam ser confirmados através de outros
experimentos.

Palavras - chaves: Macrofagos, Resveratrol, 17B-Estradiol, Dimorfismo Sexual,
Antioxidantes
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ABSTRACT

Resveratrol is a phytoalexin found in several plants, like in Vitis vinifera (grape). This
phenolic compound belongs to the class of stilbenes has been the subject of interesting
research, due to its action antioxidant, antiinflammatory and phytoestrogen.
OBJECTIVES: This study aimed to investigate the effect of resveratrol on the phagocytic
capacity and production of species reactive oxygen and nitrogen in macrophages
peritoneal macrophages of rats males and females. METHODS: The macrophages,
obtained from Wistar rats, divided into 3 groups, males, females in diestrus and proestrus
females, were treated with resveratrol 5 and 10 yM, quercetin 5 and 10uM as control of
antioxidant activity and 17B-estradiol 0.01 and 10nM as control of estrogenic activity for a
24 hours period. RESULTS: Resveratrol 5 and 10 pM significantly inhibited the
production of nitric oxide (NO) and the production of hydrogen peroxide (H,O;). The
phagocytic capacity under zimosan opsonized and nonopsonized particles didn’'t change
by the 10 uM resveratrol treatment. This inhibitory effect on NO and H,O, productions
were also observed for quercetin. The 17B-estradiol, in the other hand, significantly
reduced the H,O, production just in male macrophages. DISCUSSION: The
immunosuppressive effects of resveratrol corroborate the described anti-inflammatory and
antioxidant potential which may be due to capture of free radicals, or reducing the
expression of enzymes of detoxified (antioxidant enzymes), or by inhibiting INOS
expression, or yet directly on the route of signaling transcription factors NF-kB and AP-1
involved in the inflammatory processes. CONCLUSION: In this study, compared as two
controls quercetin and 17B-estradiol, resveratrol shown to have antioxidant effects
stronger than phytoestrogens. However it was observed that its effect may vary between
groups, males and females in diestrus respond similarly to treatment with resveratrol and
females in proestrus the answer is different. In addition this results will need to be
confirmed.

Key - words: Macrophages, Resveratrol, 173-Estradiol, Sexual Dimorphism, Antioxidants
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INTRODUCAO

Os macrofagos, células do sistema imune que constituem uma das
primeiras linhas de defesa do nosso organismo, expressam inimeros receptores,
dentre os quais destacamos os receptores de estrogénios (RE) (SUBRAMANIAN
et al., 1998; FRAZIER-JESSEN; KOVACS, 1995; MANIKANDAN et al., 2009).

A presenca de RE em macrofagos indica que este hormoénio exerce efeito
imunomodulador (GROSSMAN; ROSSELE; MENDENHALL, 1994). Estudos
mostram que 0s estrogénios estao envolvidos na regulacdo positiva da resposta
imune, enquanto que o0s androgénios exercem efeitos opostos (GAILLARD;
SPINED, 1998; BOUMAN et al., 2005). De fato, a resposta imune € mais eficiente
em fémeas do que em machos (BOUMAN et al.,, 2005) estando o dimorfismo
sexual da resposta imune claramente evidenciado (ANSAR-AHMED; PENHALE;
TALAL, 1985; TALAL, 1992) e atualmente bem estabelecido (CUTOLO et al.,
2004).

Neste sentido, componentes da dieta com estrutura quimica semelhante
aos estrogénios, denominados fitoestrogénios (FE) (KNIGHT; EDEN, 1996)
podem se ligar aos RE dos macrofagos e modular sua fungéo.

Um importante grupo constituinte da dieta sdo os compostos fendlicos,
dentre eles o resveratrol. O resveratrol € encontrado em diversas plantas, como
por exemplo, na Vitis vinifera (uvas), estando presente em vinhos tintos, nas
concentragdes aproximadas entre 1,5 — 7 mg/L (BERTELLI, 1998).

O resveratrol apresenta atividade antioxidante bem descrita que tem sido
atribuida a captura de radicais livres (RL), a reducédo da expressdo de enzimas

detoxificadoras/antioxidantes e a inibicdo da atividade de algumas enzimas como



Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) — ARTIGO- RESULTADOS

60

a lipoxigenase (ARRICHI et al., 1982; PINTO; GARCIA-BARRADO; MACIAS,
1999). Tendo assim, um importante papel protetor a doencas cardiovasculares,
bem como regulador de niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
(FRANKEL; WATERHOUSE; KINSELLA, 1993).

Conforme descrito por Subbramaiah et al. (1998) o resveratrol apresenta
ainda atividade antiinflamatoria, explicada pela inibicdo da transcricdo e atividade
da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) gerada pelo composto, que inibe também a
sintese de tromboxinas, portanto atuando como anticoagulante (PACE-ASCIAK,
1996; ZBIKOWSKA et al., 1999).

A similaridade quimica do resveratrol ao 173-estradiol pode conferir ao
composto a atividade estrogénica, visto que esse pode se ligar aos RE (BARRY et
al., 2004; NARENDRA et al., 2007) e atuar ainda em substituicdo ao estrogénio
nos tratamentos pés-menopausa (RATNA; SIMONELLI, 2002).

Em resumo, o resveratrol apresenta muitas propriedades bioldgicas, dentre
elas destacamos a antioxidante (MOKNI et al., 2007), a antiinflamatorio
(HARIKUMAR; AGGARWAL, 2008) e a estrogénica (RATNA; SIMONELLI, 2002),
sendo que sua atividade imunomoduladora pode ser conferida por qualquer uma
de suas propriedades.

Face ao exposto objetivou-se neste estudo investigar o efeito do resveratrol
na capacidade fagocitica e producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio de macrofagos peritoneais de ratos, fazendo um estudo comparativo
entre machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral, pois até o momento
estudos do composto relacionados ao dimorfismo sexual da resposta imune ainda

nao estao foram descritos.
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MATERIAL E METODOS

REAGENTES

Resveratrol, quercetina, 17B-estradiol, lipopolissacarideo (LPS), Zimosan e
MTT foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical (S&o Diego, EUA). O
dimetilsulféxido (DMSO) foi adquirido da Biotec (S&o Paulo, BR). O meio de
cultura RPMI 1640, soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina foram
adquiridos da Vitrocell (Campinas, BR). Os reagentes para determinagao da
glicose, colesterol e triglicerideos foram adquiridos da KOVALENT (Sao Gongalo,

BR).

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Animais

Foram utilizados 36 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), com previa aprovagdo pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal da UEPG, registrado sob nimero 03511/2010.
Os animais receberam racdo (Purina) e agua ad libitum, e foram mantidos em
ambiente com controle de temperatura (25°C) e com ciclo claro/escuro de 12

horas.

Determinacé&o dos grupos
Os animais foram divididos em 3 grupos, de acordo com o0 sexo e a fase ciclo
estral. A fase do ciclo estral das fémeas foi determinada através da avaliacdo do

material vaginal no dia do sacrificio dos animais, cerca de 3 horas antes do inicio
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dos experimentos. O material vaginal coletado foi estendido sobre laminas,
corado e posteriormente avaliado por microscopia de luz e comparado ao

laminario j& estabelecido por Marcondes, Bianchi, Tanno (2002).

Determinacé&o do peso corporal.
Nos dias dos experimentos, 0s animais em jejum de 14 horas, foram pesados em
balanca analitica digital da marca Marte AS 200c e entdo sacrificados por

decapitacéo.

Coleta do sangue e obtenc¢éo do soro

Apés a decapitacdo dos animais realizou-se a coleta de sangue e obtengdo soro
(por centrifugacdo) para posteriores analises bioquimicas e hormonais. Os
parametros bioquimicos avaliados foram: glicemia e lipidemia de jejum,
determinados através de métodos espectrofotométricos utilizando-se sistemas
enzimaticos. Os parametros hormonais dosados foram as concentracdes séricas

de 17pB-estradiol através de quimiluminescéncia.

Obtencédo de macréfagos

A obtencdo de macréfagos foi realizada por laparatomia mediana, conforme
descrito por Sampaio (2000). Esses foram centrifugados e ressuspendidos em
meio de cultura RPMI1640 suplementados com 2 mM de bicarbonato de sddio e
10 % de soro fetal bovino. As células foram contadas em camara de Neubauer
através da técnica de exclusdo por Azul de Tripan e a concentracdo ajustada em

4 x 10° células/mlL.
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ENSAIOS BIOLOGICOS - PARAMETROS AVALIADOS

Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada de maneira indireta através da determinacdo da
atividade das desidrogenases mitocondriais empregando o ensaio de reducgao do
MTT. Os macrofagos foram semeados em placas de cultura de 96 pocos na
concentracdo de 2 x10° cel./poco e foram incubadas em estufa de CO; a 5% em
atmosfera imida por 4 horas. Posteriormente os macréfagos foram tratados com:
resveratrol (10 uM), quercetina como controle antioxidante (10 puM) e 173-estradiol
como controle estrogénico (10 nM), na presenca ou auséncia de LPS (10ug / mL)
e incubadas novamente por mais 24 horas. Apds este periodo, sobre as células
foi adicionada uma solucéo diluida 1:10 de MTT (5 mg/mL) em meio RPMI com
10% de SFB e a viabilidade celular foi determinada por espectrofotometria

conforme descrito por Mosmann et al. (1983).

Funcionalidade de macréfagos

Da funcionalidade de macréfagos avaliou-se a capacidade fagocitica e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN). As células
foram semeadas em placas de 24 ou 96 pocos na concentracdo adequada para

cada experimento.

Producéo de ERO e ERN
Para os ensaios de producdo de ERO e ERN os macréfagos foram semeados em
placas de 96 pocos na concentracdo de 4 x 10° células/poco. Apés o cultivo de 4

horas, as células foram tratadas com meio de cultivo fresco acrescidos de duas
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diferentes concentracdes de resveratrol (5 uM e 10 pM) (BIANCHINI E VAINIO,
2003) sendo estes tratamentos comparados com o0s controles de atividade
antioxidante, a quercetina (5 uM e 10 pM) e de atividade estrogénica, o 17-
estradiol (0,01 e 10 nM) (YOU et al., 2003), além do controle do veiculo, 0 DMSO
na concentracdo final de (0,5%), na presenca ou auséncia de LPS (10 pg/mL),
sendo as células incubadas novamente por 24 horas. ApOos 24 horas o0s
sobrenadantes das culturas foram colhidos para a determinacao da producéo de

oxido nitrico (NO) e peréxido de hidrogénio (H205>).

Determinagéo de NO

A producdo basal de NO e a induzida por LPS foi determinada através da
concentracdo de nitrito (NO2) no sobrenadante do cultivo de células tratadas,
utilizando-se reagente de Griess e posteriormente avaliadas por
espectrofotometria (SAMPAIO, 2000). Os resultados obtidos foram transformados
em porcentagem de producdo, utilizando a seguinte formula: (valor de NO
produzido x 100 / valor médio produzido pelo controle). Na apresentacdo dos
gréficos os valores produzidos pelo controle foram considerados como sendo
100%. As porcentagens de inibicdo de producdo de NO de cada tratamento foram

calculadas pelas diferencas em relagao ao controle.

Determinagéo de H,0

A determinacéo da producédo de H,O, foi realizada por espectrofotometria usando
a técnica de Xylenol Orange, conforme descrito por Fabiani (2009). Os resultados
obtidos foram transformados em porcentagem de producdo, utilizando a seguinte

férmula: (valor de NO produzido x 100) / valor médio produzido pelo controle. Na
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apresentacdo dos graficos os valores produzidos pelo controle foram
considerados como sendo 100%. As porcentagens de inibicdo de producédo de
H,O, de cada tratamento foram calculadas pelas diferencas em relacdo ao

controle.

Capacidade Fagocitica

Para o ensaio de fagocitose foram semeados sobre as laminulas de vidro 2 x 10°
macréfagos em placas de 24 pogos. Apos o periodo de incubacao (4 horas), os
macrofagos foram tratados com meio de cultivo fresco acrescidos de resveratrol
(5 uM e 10 uM) quercetina (5 uM e 10 yM), 17B3-estradiol (0,01 e 10 nM) e DMSO
na concentracdo final de (0,5%) pelo periodo de 2 horas. A avaliagdo da
capacidade fagocitica foi realizada pelo acréscimo de uma suspensdo de Zimosan
opsonizadas com soro de rato normal e ndo opsonizadas, 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-
Grunwald-Giemsa). A capacidade fagocitica foi avaliada por microscopia de luz,
conforme descrito por Sampaio (2000), onde um total de 100 células por
tratamento foi contado, sendo a porcentagem de células determinada pelo

namero de macréfagos que fagocitaram 3 ou mais particulas de Zimosan.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.
Utilizando o programa PRISMA Graph Pad 5.01, as comparagdes foram obtidas

por teste de variancia ANOVA — One Way. As diferencas entre os grupos foram
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avaliadas pelo pés-teste de Tukey e na comparacdo de dois grupos isolados

empregou-se o teste t.

RESULTADOS

VARIACAO DO PESO CORPORAL, PARAMETROS BIOQUIMICOS E

HORMONAIS

Conforme podemos observar na Tabela 1, em relacdo a variacdo de peso
corporal, os machos apresentaram maior média de peso corporal quando
comparados as fémeas em diestro e em proestro.

Quanto aos parametros bioquimicos avaliados (Tabela 1) todos se
encontraram dentro dos padrdes de normalidade, ou seja, valores de referéncias
para ratos sem distincdo entre os sexos. Todavia, a concentracdo sérica de 17[3-
estradiol variou entre os sexos, sendo que as fémeas em proestro apresentaram
concentracdo sérica de 173-estradiol maior em relagéo as fémeas em diestro, que
por sua vez apresentaram médias de L7 -estradiol igualmente superiores em
relacdo aos machos, resultados que se refletem na média dos grupos conforme

demonstrado na Tabela 1.

EFEITO DO RESVERATROL, QUERCETINA E 17B-ESTRADIOL NA

VIABILIDADE CELULAR

O tratamento dos macréfagos obtidos de ratos machos e de fémeas em

proestro com resveratrol ou quercetina (10uM) ou 17B-estradiol (10nM) néo
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alterou a viabilidade celular, determinada pela avaliacdo da atividade das
desidrogenases mitocondriais dos macréfagos, tanto na presenga como auséncia
de LPS (Figura 1). Entretanto, observou-se um aumento significativo da atividade

das desidrogenases mitocondriais em todos 0s grupos.

EFEITO DO RESVERATROL SOBRE A PRODUCAO DE NO BASAL E

INDUZIDO POR LPS

A producdo de NO basal e induzida por LPS foi, respectivamente,
mensurada no sobrenadante da cultura de macréfagos residentes (ndo ativados)
e ativados por LPS ap6s 24 horas de incubagdo com os diferentes tratamentos
(Figuras 2 e 3).

Conforme observado na Figura 2A o resveratrol nas concentragdes de 5 e
10 uM reduziu significativamente a producdo de NO basal de macréfagos de ratos
machos em relacdo ao controle. Efeito similar de reducéo significativa também foi
observado nos tratamentos com quercetina.

A producdo de NO basal de macrofagos de fémeas em diestro (baixa
concentragdo de 17pB-estradiol) e em proestro (alta concentracdo de 17p3-
estradiol), apresentou perfil de reducdo semelhante ao encontrado para os
machos em relacdo aos tratamentos com resveratrol e quercetina (Figura 2, B e
C).

Quando comparadas as producfes de NO basal de macrofagos de fémeas
em diestro com as de fémeas em proestro (Figura 2, B e C), observa-se que 0s
tratamentos com resveratrol nas concentracoes de 5 e 10 uM, bem como, com

guercetina 10 pM, reduziram significativamente a producédo de NO basal, todavia
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as reducdes observadas para fémeas em diestro (39% e 41%, 37%,
respectivamente) foram maiores que as observadas para fémeas em proestro
(29% e 35%, 34%, respectivamente).

Em relagédo ao tratamento com 17@-estradiol, em ambas as concentragdes
utilizadas, observou-se que em todos os grupos ndo houveram diferencas
significativas de reducéo da producéo de NO basal em relagéo ao controle (Figura
2,A,BeC).

Comparando o efeito inibitério do resveratrol na producdo basal de
NO, através do emprego do teste t, entre 0s grupos, observamos que apenas 0s
tratamentos com concentragdo de 10 uM diferiram significativamente entre os
grupos. A resposta de machos difere das de fémeas em proestro (p<0,05) mas
nao das fémeas em diestro, essas por sua vez diferem de fémeas em proestro
(p<0,05).

Na Figura 3, graficos A, B e C, estdo representados os resultados da
producdo de NO de macréfagos ativados, ou seja, a produgdo de NO induzida
pela presenca de LPS. Conforme observado o tratamento com resveratrol na
concentragéo de 10 pM reduziu a producédo de NO em 17%, 26% e 40 % para
machos, para fémeas em diestro e para fémeas em proestro, respectivamente
(Figura 3, A, B e C). Os tratamentos com quercetina na mesma concentracdo que
o resveratrol (10 pM) reduziram a producdo de NO em 15%, 31% e 21% de
machos, de fémeas em diestro e de fémeas em proestro, respectivamente.

Nos tratamentos com o 17B-estradiol, nas duas concentracdes utilizadas,
observou-se reducdo na producéo de NO, diferente significativamente em relagéo

ao controle, apenas no grupo dos machos.
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Ao compararmos o efeito inibitorio do resveratrol na producdo de NO
induzida por LPS, através do emprego do teste t, entre 0s grupos, observamos
gque apenasos tratamentos comconcentracdo de 10 uM diferem
significativamente entre os grupos. A resposta em machos difere das de fémeas
em proestro (p<0,05) nas ndo das fémeas em diestro, essas por sua vez diferem

de fémeas em proestro (p<0,05).

EFEITO DO RESVERATROL SOBRE A PRODUCAO DE PEROXIDO DE

HIDROGENIO

N&o foi possivel detectar a producdo basal de H,O, por macréfagos de
ratos de ambos os sexos. Mesmo quando foram ativados por LPS, os macrofagos
de ratos machos, de fémeas em diestro e de fémeas em proestro (Figura4 A, B e
C) produziram baixas concentracdes de H,O, com valores entre 3 e 6 UM por

4x10° células.

Os tratamentos dos macréfagos com resveratrol nas concentrages de 5 e
10 puM reduziram as produgbes de H,O, de todos os grupos, diferindo
significativamente em relacdo ao controle. Na maior concentracdo empregada, 0
resveratrol (10 uM) reduziu a producdo de H,O, em 31% para machos, 47% para
fémeas em diestro e 51% para fémeas em proestro, observando-se que a maior

porcentagem de reducéo da producao de H,O- foi detectada em as fémeas.

A quercetina na concentracdo de 10 pM reduziu significativamente a

producdo de H»O, de machos e de fémeas em diestro, em 26% e 37%,
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respectivamente, todavia ndo alterou a producdo de H;O, em fémeas em
proestro.

Em relagdo aos tratamentos com 17B-estradiol 10 nM as porcentagens de
reducéo da producéo de H,O, encontradas para machos, para fémeas em diestro
e para fémeas em proestro foram de 29%, 25%, 16%, respectivamente, sendo 0s
tratamentos dos macréfagos obtidos de machos e de fémeas em diestro
diferentes significativamente do controle.

A producgédo de H,O, quando comparada entre os grupos através do teste t
foi apenas diferente significativamente nos tratamentos com resveratrol 10 uM.
Neste sentido, a producdo de H,O, de macréfagos de machos difere das

de fémeas em diestro (p<0,05) e das de fémeas em proestro (p<0,05).

EFEITOS DO RESVERATROL SOBRE A CAPACIDADE FAGOCITICA

Uma das principais caracteristicas de macréfagos é a fagocitose. O efeito
do resveratrol foi testado nos macrofagos desafiados a fagocitar particulas
opsonizadas e ndo opsonizadas com Zimosan.

Nossos resultados mostram que o resveratrol e a quercetina, nas
concentragbes de 5 e 10 uM, e o 17p-estradiol (0,01 e 10 nM) ndo alteram
significativamente a capacidade fagocitica de macréfagos de machos e de
fémeas, tanto quando esses foram desafiados a fagocitar particulas de Zimosan
opsonizadas (Figura 5, A, B e C) quanto néo opsonizadas (Figura 6, A, B e C).
Cumpre ressaltar que apenas o tratamento com resveratrol na concentracao de 5
MM para fémeas em diestro foi diferente significativamente em relagdo ao

controle. Conforme observado na Figura 5B o resveratrol aumentou a capacidade
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fagocitica dos macrofagos a particulas ndo opsonizadas, entretanto este efeito
ndo foi observado, quando os macrofagos foram desafiados a fagocitar particulas

opsonizadas (Figura 6B).

DISCUSSAO

Neste estudo investigamos o efeito do resveratrol na funcionalidade de
macroéfagos isolados de ratos machos e de fémeas em duas diferentes fases do

ciclo estral, diestro (baixa concentracdo sérica de 17p-estradiol) e proestro (alta

concentracdo sérica de 17p-estradiol).

Nossos resultados em relacdo a determinagcdo do peso corporal dos
animais e dos parametros bioquimicos séricos dos diferentes grupos foram
satisfatorios (Tabela 1), visto que todos os animais utilizados nesta pesquisa
encontravam-se dentro dos valores de referéncias citados por Dantas et al.
(2006). Neste estudo os autores relataram que ratos machos de 90 dias da
linhagem Wistar apresentaram peso corporal entre 200 e 220 gramas, peso um
pouco abaixo do por nds encontrado, todavia ressalta-se que 0s animais
utilizados neste estudo apresentavam 110 - 130 dias de vida. Ainda de acordo
com Dantas et al. (2006) a glicemia (n=64) de jejum dos animais correspondeu a
108 mg/dL, sendo o valores médios encontrados para concentracdo sérica de
triglicerideos (n=38) de 82 mg/dL e para colesterol total (n=51) de 87mg/dL.
Nossos resultados corroboram os valores citados, todavia algumas variagbes
observadas podem ser atribuidas a fatores como faixa etaria, ambiente,

caracteristicas genéticas, entre outros.
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Os resultados bioquimicos encontrados nos permitiram realizar 0os ensaios
biolégicos seguramente, pois € sabido que alteragbes bioquimicas podem
interferir na resposta imune. Aksnes, Eide e Nordstrand (1996) e Perez Jaffe-LA
et al. (1998) relataram que o0 excesso de lipideos provoca aumento da capacidade
fagocitica de macrofagos alveolares e aumento de infeccdo pulmonar em animais.
Os mesmos pesquisadores ainda descreveram que, com 0 aumento da
disponibilidade de triglicerideos, os macrofagos tendem a fagocita-los em
detrimento a fagocitose de bactérias, além disso, sabe-se que aumentos dos
niveis de glicose circulante inibem a atividade de mondcitos e que pacientes com
hiperglicemia apresentam respostas imunes alteradas em relacdo a adesao
leucocitaria, a quimiotaxia e a fagocitose (VALERIUS et al., 1982; GALLACHER et
al., 1995; MUCHOVA et al., 1999).

A dosagem de 17(3-estradiol no soro dos animais confirmou o delineamento
dos grupos, realizado previamente através da avaliagdo do material vaginal.
Assim os experimentos foram realizados com macrofagos de animais com niveis
hormonais distintos e bem caracteristicos para cada grupo (Tabela 1). Em um
estudo realizado por Marcondes et al. (2001) com fémeas de ratos da linhagem
Wistar, as fémeas em proestro apresentaram concentracdo sérica de 178-
estradiol de aproximadamente 30 pg/mL, enquanto fémeas em diestro
apresentaram valor aproximado de 10 pg/mL. Resultados similares foram os
encontrados nesta pesquisa.

A avaliagdo da viabilidade celular confirmou que os tratamentos com
resveratrol (5 e 10 yM), quercetina (5 e 10 yM) e 17B-estradiol (0,01 e 10 nM)
foram seguros para os ensaios biolégicos de avaliacdo da capacidade fagocitica e

producéo de ERO e ERN (Figura 1). De fato, Bi et al. (2005) em um estudo de
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investigacdo dos efeitos inibitérios do resveratrol da producdo de NO em
microglias empregado nas concentracdes de 0,01 e 10 pg/mL (~ 44 uM), também
observaram que o resveratrol ndo foi citotoxico, pois os autores ndo verificaram
diminuic&o da viabilidade celular.

E importante destacar que, compostos fenolicos podem levar a um
aumento do metabolismo e provavelmente esse efeito explica os fendmenos
observados na Figura 1, onde os tratamentos aumentaram a atividade das
desidrogenases mitocondriais dos macrofagos que, por sua vez, reflete aumento
de metabolismo celular (HANSEN, 1989 et al.; SHEARMAN; HAWTIN;
TAILOR,1995). O efeito de aumento da atividade das desidrogenases
mitocondriais foi observado tanto nos macrofagos cultivados na auséncia de LPS
(macrofagos residentes) quando na presenca (macréfagos ativados). Entretanto,
guando os macrofagos foram ativados por LPS (Figura 1, C e D) verificamos uma
maior atividade de desidrogenases mitocondriais. Essa resposta diferenciada
deve-se ao fato do LPS é potente ativador de macréfagos, alterando ndo somente
a regulacdo génica, mas o metabolismo celular (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Uma resposta diferencial entre macrofagos residentes (ndo ativados) e
ativados por LPS também foi observada quando investigamos o efeito dos
tratamentos sobre a producdo de NO e de H,0O, de macrofagos peritoneais de
ratos. De fato, nos diferentes tratamentos a producédo basal de NO, determinada a
partir de macrofagos residentes, € menor do que quando estes sao ativados com
LPS (Tabela 2). Em relagdo a producdo de H,O, nem sequer foi detectada
producéo basal, sendo somente detectada producdo de H,O, nos tratamentos de

macrofagos ativados por LPS (Tabela 3). Todavia essas respostas eram
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esperadas, pois como mencionado acima, o LPS é um potente ativador de
macroéfagos, induzindo a producéo efetiva de uma variedade de substancias como

a producédo de ERO e ERN, parametros funcionais de macrofagos ativados.

Em nosso estudo o resveratrol inibiu tanto a produgéao basal de NO como a
induzida por LPS em ambos os grupos (Figuras 2 e 3). De fato, os efeitos
inibitérios do resveratrol na producdo de NO j& foram relatados na literatura e
podem ocorrer por diferentes mecanismos (BELGUENDOUZ et al.,1997;

AZEVEDO, 2001; CHAN et al., 2000; PAVELKOVA et al., 2008).

Um dos mecanismos propostos para redugdo da producdo de NO pelo
resveratrol € a propriedade do composto de capturar radicais livres na célula
(atividade scavanger). Chan et al. (2000) demonstraram que o resveratrol é um
potente captador de radicais livres em células em cultura e Pavelkova et al.
(2008), em um estudo sobre a influéncia de compostos fendlicos, como o
resveratrol e a quercetina, sobre a producdo de ERO em células RAW 264.7
estimuladas com PMA, demonstraram que a captura de radicais livres ocorria de

maneira dose dependente.

Neste sentido, acreditamos que essa propriedade do resveratrol seja, em
grande parte, a responsavel pela a reducdo da producdo de NO, em especial na
producdo basal (Figura 2), ou seja, a producdo de NO avaliada em macrofagos
nao ativados (residentes). Cumpre ressaltar que devido a essa propriedade de
captura de radicais livres, o resveratrol tem sido citado por muitos autores como

antioxidante (BELGUENDOUZ et al.,1997).

J& o efeito inibitério da producdo de NO em macrofagos ativados por LPS

(Figura 3), que segundo Tsai et al. (1999) apresentam aumento de producao de
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NO devido a um aumento da expressdo da INOS, o resveratrol pode ser
responsavel por essa inibicdo via outro mecanismo, o da inibicdo de fatores de
transcricdo envolvidos na resposta inflamatoria, como por exemplo o NF-kB
(AZEVEDO, 2001).

Cumpre ressaltar que dentre os mecanismos moleculares envolvidos no
desencadeamento da resposta imune de macréfagos, destaca-se a via de
sinalizacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), o qual aumenta a
expressdo de diversos genes que codificam para proteinas envolvidas nesta
resposta, incluindo iINOS (FERRANTE, 2007). O LPS atua na ativacdo dos
macroéfagos por meio desta via de sinalizacdo, que é ativada pela ligacdo deste as
proteinas CD14 e TLR4 que estdo presentes na membrana plasmatica da célula.
Tal ligagdo gera como consequéncia a ativagdo de moléculas envolvidas na
transducédo de sinal que permitem a liberacédo e a translocagdo do NF-kB do
citossol para o nucleo, o qual promove a ativagdo de genes que codificam para

proteinas envolvidas na resposta imune inflamatoria (BAUD; KARIN, 2009).

Neste sentido € importante salientar também que o aumento da producdo
de NO por macréfagos ativados é responsavel por desencadear progressivas
respostas inflamatérias, ou seja, o0 NO apresenta importante papel na iniciacdo e
efetivacdo da resposta imune (ZENG et al., 2002; ZHOU; CHEN, 2002). Assim
guando um composto é capaz de reduzir a producdo de NO esse pode ser

denominado de antiinflamatorio.

Sabe-se que o resveratrol atua na via de sinalizagcado do NF-xB, por sua vez
inibindo-a (KUNDU; SURH, 2004; LASTRA,; VILLEGAS, 2005). De fato, Zhen-Hua
Ma et al. (2006) em seu trabalho demonstraram que o resveratrol pode reduzir a

expressdo da INOS e consequentemente reduzir a produgcdo de NO em
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macrofagos ativados com LPS. Segundo Kawada et al. (1998) este efeito do
resveratrol ocorre de maneira dose-dependente, e Tsai et al. (1999), relataram
que a atividade do NF-kB como fator de transcri¢do foi inibida pelo resveratrol e
gue essa inibicao resulta da nao translocacédo do fator de transcricdo (NFxB) para
o nucleo.

Alguns estudos tém mostrado que o resveratrol também é capaz de ligar e
ativar outros fatores de transcricdo como o receptor ativado por proliferadores de
peroxissomas (PPAR) isoformas a e vy, sugerindo que este exerce papel
antiinflamatério também via este receptor (INOUE et al.,, 2003). A acgédo
antiinflamatéria do resveratrol via mecanismo dependente de PPAR foi
investigado por Donnelly et al.(2004) usando o PPARa agonista (WY-14643) e um
especifico PPARa antagonista (GW-466471). Todavia 0 agonista WY-14643 foi
menos eficaz do que o resveratrol na inibicdo de secrec¢ao.

Constatamos também que o resveratrol e a quercetina (tratamento usado
com controle antioxidante) apresentaram um perfil bastante semelhante de
reducdo da producdo de NO tanto a basal como a induzida por LPS. J& nos
tratamentos com 17(-estradiol, a reducdo da produgcédo de NO foi bem menos
acentuada, o que nos permite inferir que o resveratrol apresentaria baixo efeito
estrogénico, ja que relata-se que o efeito do estradiol seria de aumentar a
resposta imune, ou seja, um imunomodulador positivo (GROSSMAN; ROSSELE;
MENDENHALL, 1994).

Todavia ha que se considerar que até o momento o efeito do 17B-estradiol
per se na funcionalidade de macrofagos ainda nao esta claro, pois estudos neste
sentido apresentam-se controversos. Para Cutolo et al. (2004), estrogénios

parecem estimular as respostas imunes. Entretanto para Medeiros, Maitelli e
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Nince (2007) estes parecem tanto estimular como inibir 0s processos
inflamatoérios. Em outro estudo foi observado que o 17B3-estradiol na presenca de
LPS inibe a producdo de NO e expressdo de iINOS em macrofagos ativados
(HAYASHI et al., 1998; SAVITA, 1998). Cabe ressaltar ainda que, 0 mecanismo
molecular de inibi¢cdo ou estimulagéo pelo 17B-estradiol esta pouco esclarecido.

Ha que se considerar também que ao utilizarmos células de animais (in
vitro) estando estas programadas biologicamente por condi¢Bes fisiologicas
préprias do organismo, tais como a regulagéo prévia por hormoénios esteroidais,
as respostas imunes frente a desafios (os tratamentos realizados, por exemplo)
podem estar pré-moduladas. Assim neste estudo ao trabalharmos com machos e
fémeas em diferentes fases do ciclo estral, podemos inferir que 0os macrofagos
peritoneais dos animais podem responder de maneiras distintas, exibindo
funcionalidade e metabolismo diferenciado, sendo o dimorfismo na resposta
imune, bem relatado na literatura, um dos principais focos deste nosso estudo.

Neste sentido, é importante comentar o fato de que em fémeas em diestro
o resveratrol reduziu significativamente a producao basal de NO e essa reducgéo
foi maior do que a encontrada para fémeas em proestro (Figura 2), conforme
mostrou teste t (p<0,05). Contrariamente na produgcéo de NO induzida por LPS
(Figura 3), as fémeas em diestro tiveram suas producbes de NO reduzidas
significativamente, mas em menor proporcdo que em fémeas em proestro
(p<0,05).

Estes resultados ainda precisam ser melhores estudados, pois sao
conflitantes, contudo levantaram a questdo de que a pré-modulacdo com
diferentes concentracbes de estrogénio poderia interferir diferencialmente na

resposta imune de macréfagos dependente de seu estado de ativacao.
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Portanto seria provavel que em um microambiente onde haja baixas
concentragbes de 17B-estradiol (machos e fémeas em diestro) os efeitos do
resveratrol e da quercetina possam ser mais acentuados pela auséncia do efeito
imunomodulador positivo do estradiol. Tal situacdo justificaria os resultados
obtidos nos tratamentos de macrofagos residentes com resveratrol, ou seja,
observados na produgcdo basal de NO (Figura 2). Ja nos tratamentos dos
macrofagos ativados por LPS o resveratrol além da sua atividade antioxidante,
também poderia apresentar atividade estrogénica fraca, mas que nao poderia ser
desprezada (Figura 3).

Ha que se levar em consideracdo que segundo Alarid, Bakopoulos e
Solodin (1999) e Cotroneo et al. (2001) as células em resposta ao estrogénio
pode apresentar downregulation da expressao dos receptores de estrogénio (RE),
sem mesmo ocorrer alteracdo do RNAm, e sim através de rapida protedlise, que
pode ser um evento inicial (resposta a curto prazo) da agao estrogénica. O
downregulation de RE em glandulas mamarias de ratos em resposta ao estradiol
foi observada tanto para a isoforma a quanto para g (HATSUMI; YAMAMURO,
2005). Por conseguinte, em fémeas em diestro, que apresentam baixa
concentracdo sérica de 17p-estradiol, os macrofagos estariam expressando maior
namero RE e o resveratrol poderia exercer acdo estrogénica pela ligacdo com
estes receptores, acéo essa que seria menos efetiva em fémeas em proestro que
estariam expressando menor numero de RE.

Em relacdo a producdo de H,O,, ndo foi possivel detecta-la na auséncia
de LPS, provalvelmente porque em macrofagos ndo ativados, a NADPH-oxidase
estd inativa e encontra-se na parte citosdlica da célula, (MACMICKING, 2009),

7

mas em estado ativado, o complexo NADPH-oxidase é transferido para a
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membrana plasmética, onde se liga ao citocromo b558 formando NADPH oxidase
ativa (MA et al., 2005; SEGAL; ABO, 1993; BABIOR, 1992).

De fato, quando o LPS se liga aos receptores da superficie de macréfagos,
h& um aumento no consumo de oxigénio, resultante da ativacdo do complexo
enzimatico NADPH oxidase, que catalisa a reducdo do oxigénio a superéxido. Em
seguida o superoxido pode ser convertido a H,O, pela acdo da supérdxido
dismutase (SOD) (KLEBANOFF, 1992; BEUTLER, 2004).

Neste estudo, os tratamentos de macrofagos ativados com resveratrol nas
concentragdes de 5 e 10 uM reduziram a producéo de H,O, em todos 0s grupos
testados (Figura 4). Leiro et al. (2004) também demonstraram que o resveratrol
nas concentracbes de 1, 10 e 100pM diminuem a producdo de H,O, de
macrofagos peritoneais de camundongos.

Este efeito inibitério do resveratrol na producdo de H,O, pode ser tanto
explicado pela atividade sequestrante de ERO do composto, anteriormente
mencionada (BELGUENDOUZ et al., 1997) como pelo aumento da expressao de
enzimas antioxidantes (FREMONT et al., 1999) ou ainda pela inibicdo de enzimas
como a NADPH oxidase (HAVSTEEN, 2002; MUROTA; TERAO, 2003; DAS;
ROSAZZA, 2006). De fato, Pincemail et al. (1987) mostraram em seus estudos
gue compostos fendlicos sdo capazes de reduzir a producdo de ERO via inibicdo
da NADPH oxidase em fagécitos de humanos ativados.

Interessantemente neste estudo observamos que em fémeas em diestro e
em machos os tratamentos com 173-estradiol (tratamento utilizado como controle
de atividade estrogénica) também reduziram producdo de H,0O,. Estudos de
Chao, Van Alten e Walter (1994) revelam que o estrogénio regula negativamente

e de maneira dose dependente producédo de ERO de macréfagos de ratos.
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De fato, ao analisarmos estatisticamente as producdes de H;O, por
macrofagos ja no controle dos diferentes grupos (Tabela 3) verificamos que
machos e fémeas em proestro diferiram significativamente entre si, com médias
de producéo de 4,53 e 3,27 uM por 4x10°células, respectivamente, mas ndo em
relacdo a fémeas em diestro cuja média de producdo no controle foi de 4,20 uM
por 4x10° células.

Comparando o efeito do resveratrol na diminuigcdo da producéo de H;O
entre 0s grupos observamos que esse foi mais acentuado no grupo das fémeas
em diestro e dos machos, o que refor¢ca a hipétese de que em ambientes com
concentragbes baixas de estradiol o resveratrol pode atuar de forma mais
acentuada, que poderia ser explicado pela sua acédo antioxidante e estrogénica
(MOKNI et al., 2007; RATNA; SIMONELLI, 2002).

Em nosso estudo o resveratrol ndo alterou a capacidade fagocitica dos
macrofagos em todos os grupos testados, muito embora ja tenha sido relatado
gue a fagocitose possa ser inibida ou aumentada por compostos com capacidade
antioxidante, (TAUBER; FAY JR; MARLETTA, 1984; POMAK et al., 2005).

Entretanto cumpre ressaltar que o efeito do resveratrol na fagocitose é
controverso, pois Leiro et al. (2002) observaram reducédo significativa na
capacidade fagocitica de macréfagos de ratos machos utilizando resveratrol nas
concentragdes de 10, 50 e 100uM e contrariamente Vetvickan e Vancikova (2010)
utilizaram resveratrol nas concentragdes de 50 e 100 pug e observaram aumento
na capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais de ratos.

Em resumo, nesse artigo ficou evidente a ja conhecida a¢édo antioxidante e
antiinflamatéria do resveratrol, bem como da quercetina, pois estes reduziram a

producéo de H,O, e NO em todos 0s grupos. Todavia as respostas dos diferentes
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grupos em relacdo ao tratamento com resveratrol parecem estar pré-modulada
pelas diferentes concentragcbes de 17p-estradiol a que o0s animais estavam
expostos. Neste contexto, em que machos e fémeas em diestro respondem
similarmente aos tratamentos enquanto que fémeas em proestro as respostas sdo
diferenciadas, o resveratrol poderia estar atuando também como fitoestrégeno
nos grupos onde as concentracbes de 8L7 -estradiol sdo menores (machos e
fémeas em diestro). Todavia, ainda sdo necessarios mais estudos para
compreender o papel antioxidante, antiinflamatério e estrogénico do resveratrol

em macréfagos peritoneais de ratos.

As referéncias deste capitulo encontram-se listadas no final deste trabalho.
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Tabela 1. Peso corporal, parametros bioquimicos e hormonais de ratos machos e

fémeas (diestro e proestro) de 110-130 dias

Grupos Peso (9) 17B-estradiol Glicose Colesterol Triglicerideos
(pg/mL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Machos a b a a a
(ne12) 271,7+811% 582+029° 102,7+576% 1005+1043% 63,0+ 4,87
Diest
(r']ezslit)) 193,0+3,14° 11,11+420° 1130+7,49% 1062+569%  77,73+6,27°
Proest
{r?f;'go 192,2+3,63° 2501+557% 1125+7,01% 8850+3,00% 64,07 +583°

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média e a diferenca entre os grupos foi
obtida por andlise de variancia ANOVA. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagc&o ao grupo dos machos, definidas pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 2. Comparacéo entre a producdo de NO basal e a producgao induzida por LPS
de macréfagos de ratos machos e fémeas (diestro e proestro)

Grupos Producédo de NO Producédo de NO
BASAL INDUZIDA por LPS
(uM / 4 x 10° células) (uM / 4 x 10° células)
Macho 9,37 + 0,87 28,48 +1,05°
Diestro 17,33 £+ 2,74 25.00 + 1,66 °
Proestro 8,11 + 0,80 24,17 +0,96 ©

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média e a diferenca entre os grupos foi
definida por analise de variancia ANOVA. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre a producdo de NO basal e a producédo induzida por LPS dentro de cada grupo,
definidas pelo teste de Tukey (p< 0,05). N = 4 correspondente ao nimero de experimentos. Animais
9 por grupo.
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Tabela 3. Producdo de H,O; induzida por LPS de macrofagos de ratos machos e
fémeas (diestro e proestro).

Grupos Producéo de H;O, (LPS)

(uM / 4 x 10° células)

Macho 4,53 +0,26°2
Diestro 420+0,32°
Proestro 3,27 £ 0,25 b

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média e a diferenca entre os grupos foi
definida por analise de variancia ANOVA. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre na producéo de H,O, por machos em relacdo aos grupos das fémeas, definidas
pelo teste de Tukey (p< 0,05). N= 4 correspondente ao niumero de experimentos. Animais= 9 por
grupo.
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Figura 1 - Viabilidade celular dos macréfagos de ratos machos e fémeas em proestro tratados com
resveratrol, quercetina e 173-estradiol. Os macréfagos foram semeados em placas de cultura de 96
pocos na concentracdo de 4x10° cel/100ul e a viabilidade celular realizada pela reducdo do MTT
conforme descrito em materiais e métodos. Em A e B machos e fémeas em proestro,
respectivamente, cultivados na auséncia de LPS, e em C e D, machos e fémeas em proestro,
respectivamente, cultivados na presenca de LPS. Os resultados sdo expressos como média * erro
padrdo da média. N=4 determinacdes.
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Figura 2. Porcentagem de producgédo basal de NO por macréfagos de ratos machos e fémeas tratados
com resveratrol, quercetina e 17B-estradiol. Os resultados sdo expressos como média + erro padréo
da média. * Indica quais grupos obtiveram diferenca significativa na producédo de NO em relacdo ao
controle, definidos pela analise de variancia ANOVA e pelo pds-teste de Tukey, onde p< 0,05. A)
Machos B) Fémeas em diestro C) Fémeas em proestro. N=3 correspondente ao numero de
experimentos. Animais = 9 por grupo.
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Figura 3. Porcentagem de produc¢do de NO induzida por LPS por macrofagos de ratos machos e
fémeas tratados com resveratrol, quercetina e 17B-estradiol. Os resultados sdo expressos como
média + erro padrao da média. * Indica quais grupos obtiveram diferenca significativa na producgédo de
NO em relagdo ao controle, definidos pela andlise de variancia ANOVA e pelo pos-teste de Tukey,
onde *p< 0,05. A) Machos B) Fémeas em diestro e C) Fémeas em proestro. N=3 correspondente ao
nimero de experimentos. Animais = 9 por grupo.
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Figura 4. Porcentagem de producédo de H,O, induzida por LPS por macréfagos de ratos machos e
fémeas, tratados com resveratrol, quercetina e 17B-estradiol. Os resultados sdo expressos como
média + erro padrao da média. * Indica quais grupos obtiveram diferenca significativa na producao de
H,O, em relacéo ao controle, definidos pela andlise de variancia ANOVA e pelo pés-teste de Tukey,
onde *p< 0,05. A) Machos , B) Fémeas em diestro e C) Fémeas em proestro. N=4 correspondente ao
ndamero de experimentos. Animais = 9 por grupo.
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Figura 5. Porcentagem de fagocitose a particulas ndo opsonizadas por macréfagos de ratos machos
e fémeas, tratados com resveratrol, quercetina e 17B-estradiol. Os resultados sdo expressos como
média * erro padrdo da média. * Indica quais grupos obtiveram diferenca significativa na porcentagem
de fagocitose em relacéo ao controle, definidos pela analise de variancia ANOVA e pelo pds-teste de
Tukey, onde *p< 0,05. A) Machos, B) Fémeas em diestro C) Fémeas em proestro. N=2
correspondente ao nimero de experimentos. Animais = 9 por grupo.
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Figura 6. Porcentagem de fagocitose a particulas opsonizados por macrofagos de ratos machos e
fémeas, tratados com resveratrol, quercetina e 17B-estradiol Os resultados sdo expressos como
média * erro padrdo da média A) Machos, B) Fémeas em diestro e C) Fémeas em proestro. N= 2
corresponde ao nimero de experimentos. Animais = 9 por grupo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Desde que o resveratrol foi isolado em 1940, o numero de cita¢des e trabalhos
com este composto tem crescido em grandes propor¢gbes (BAUR et al., 2006),
especialmente devido ao interesse pelas suas propriedades farmacoldgicas que
resultam em inumeros beneficios a saude (FRANKEL; WATERHOUSE; KINSELLA,

1993, AZEVEDO et al., 2001).

Todavia a discriminacdo de uma atividade biologica especifica, dentre todas
conferidas ao resveratrol, € uma limitacdo dos estudos, porque algumas destas
atividades poderiam ser confundidas ou ndo completamente diferenciadas uma da
outras. Neste sentido, por exemplo, existe um numero muito pequeno de artigos
discriminando claramente a propriedade fitoestrogénica do resveratrol na regulagéao
hormonal conferida aos esterbides e um numero ainda menor de artigos que o
relacionam ao dimorfismo sexual observado na resposta imune. Por outro lado o efeito
antioxidante e antiinflamatorio do resveratrol sobre as células do sistema imune, e em
especial macréfagos sdo mais descritas (ZOU et al.,2000; SOARES et al.,, 2001,
MOKNI et al., 2007; HARIKUMAR; AGGARWAL, 2008; PINTO; GARCIA-BARRADO;

MACIAS, 1999).

Um efeito modulador negativo do resveratrol sobre a funcionalidade de
macrofagos obtidos de machos e de fémeas em diferentes fases do ciclo estral foi
evidenciado neste trabalho, conforme resumidamente estd mostrado na Tabela 3

abaixo.
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Tabela 3. Resumo dos efeitos do resveratrol na funcionalidade de macréfagos de ratos
machos, fémeas em diestro e proestro.

Grupos/Funcionalidade Machos Fémeas em diestro Fémeas em proestro

(baixa concentragcdo séricade  (baixa concentracdo séricade  (altaconcentragdo sérica de
estradiol) estradiol) estradiol)

Viabilidade celular

Producéo de NO

(Basal) ll ll l

Producéo de NO
(induzida por LPS) ll ll lll

Producéo de H,0,

(induzida por LPS) l lll lll

Fagocitose aparticulas de
Zimosan néo opsonizadas

Fagocitose aparticulas de
Zimosan opsonizadas

Linhas continuas (__) significam que n&o houve alteracao da funcionalidade dos macroéfagos peritoneais
de rato dentro do grupo. Setas ({) indicam diminuicdo da funcionalidade, sendo que um maior nimero
de setas no grupo expressa a intensidade da diminuicdo em relacdo aos demais grupos.

Quanto ao perfil de resposta a exposicao ao resveratrol, macréfagos de machos
e fémeas em diestro comportarem-se de maneira similar, diferindo das fémeas em
proestro, sugerindo-se que as variagdes hormonais do ciclo estral de fémeas podem
refletir em diferentes respostas imunes, evidéncia pouco discutida na literatura, apesar
de j4 estd bem estabelecida entre machos e fémeas. Nossos resultados ainda séo
sugestivos de que este efeito pode estar relacionado as concentracdes de 17 Bestradiol
a que os grupo de macréfagos estavam expostos, ou seja, uma resposta pré-modulada

pelo estradiol, em virtude, de se tratar-se de ensaios ex-vivo. Evidéncia de dificlil
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discussdo, devido a escassez de trabalhos na literatura, mas que precisam ser

esclarecidas.

Esses efeitos inibitorios do resveratrol em relagcdo a producdo de NO e H,0;
corroboram a propriedade antioxidante deste composto que pode ser devido ou a sua
capacidade captura de radicais livres na célula (scavanger) e/ou a sua propriedade de
modificar a expressao das enzimas antioxidantes tais como: a SOD, a CAT e a GPX.
Entretanto, a inibicdo da producdo de NO, pode também estar relacionada a
propriedade antiinflamatéria do resveratrol, pois jA sabe-se que o resveratrol inibe a
expressdo de iINOS, por interferir na ativagdo fatores de transcricdo pro-inflamatérios
NF-xB e AP-1. Efeitos que respaldam o seu uso na prevencdo e tratamento de

doencas cardiovasculares (DCV) e inflamatorias.

Pensando no uso de resveratrol para este fim, cumpre ressaltar que compostos
bioativos como o resveratrol, podem ser ingeridos através da dieta e que o consumo de
alimentos que o contenha torna-se uma alternativa & manutencdo da saude. Todavia
estes devem estar sempre presentes na dieta, ou seja, regularmente, pois compostos

bioativos geralmente sdo metabolizados de forma rdpida (LASTRA;VILLEGAS, 2005).

A relagéo entre consumo de produtos que contém resveratrol com a reducéo de
risco a doencas cardiovasculares jA € comprovada (MIYAGI; MIWA; INOUE, 1997;
RENAUD, et al. 2004). Todavia diferencas nas respostas de homens e mulheres
expostos ao resveratrol ndo sdo relatadas, o que, a nosso ver, deveriam ser

consideradas, em face da propriedade estrogénica do resveratrol. Ainda cumpre
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ressaltar que mesmo em estudos de corte apenas com mulheres, dever-se-ia

considerar também a fase do ciclo sexual.

Em resumo, os resultados encontrados neste trabalho sdo sugestivos de que o
resveratrol apresenta um efeito mais acentuado como antioxidante, com perfis de
resposta similares ao da quercetina, e ndo ao do 17p3- estradiol. Entretanto, ainda se
fazem necessérias mais investigagdes sobre o papel do resveratrol mediante diferentes
niveis de hormoénios esteroidais, pois evidéncia de possivel pré-modulacdo do
estrogénio na resposta imune e, por conseguinte, na funcionalidade de macrofagos

foram observadas por nosso grupo.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo todos os animais utilizados nos experimentos encontraram-se
dentro dos padrdes de normalidades em relacdo aos parametros bioquimicos
analisados (glicose, triglicerideos e colesterol) bem como hormonais (17 B-estradiol).
Cumpre ainda ressaltar que a técnica de esfregaco vaginal demonstrou-se eficiente

para classificagéo das fases do ciclo estral nas fémeas.

O resveratrol é um composto fendlico com diversas propriedades bioldgicas, e
dentre estas, nos diferentes experimentos realizados neste trabalho, evidenciou-se
sua acao antioxidante, sendo esta mais acentuada do que sua acao fitoestrogénica.
O perfil de antioxidante do resveratrol foi revelado pois foi similar ao da quercetina,
tratamento utilizado como controle de atividade antioxidante, em detrimento ao
tratamento com 17B-estradiol, tratamento utilizado como controle de atividade

estrogénica.

Os efeitos do resveratrol sobre os macréfagos obtidos de ratos machos e de
fémeas em diferentes fases do ciclo estral (diestro e proestro) observados permitem-

nos concluir que:

7

e O resveratrol (10uM) ndo é citotdxico, pois ndo causa morte celular dos

macrofagos.

e Nas duas concentragOes utilizadas (5 e 10uM) o resveratrol inibe a producao

de NO e H,0O, em todos os grupos testados;
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O resveratrol inibe diferencialmente a producdo de NO em macrofago
residentes (na auséncia de LPS) em relacdo aos macréfagos ativados (na
presenca de LPS), pois observou-se que quando os macréfagos nao estao
ativados e a producdo de NO celular € menor e o resveratrol inibe
acentuadamente essa producdo sendo este efeito de inibicdo da producéo de

NO menos efetivo nos macrofagos ativados cuja a producao de NO é maior.

Nas concentracées de 5 e 10 pM o resveratrol ndo alterou a capacidade
fagocitica dos macréfagos tanto a particulas de Zimosan opsonizadas quanto

a ndo opsonizadas.

O efeito do resveratrol também ¢é diferenciado de maneira significativa entre
machos e fémeas, sendo que machos e fémeas em diestro responderam
similarmente aos tratamentos com resveratrol que diferem quando

comparadas a fémeas em proestro.
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