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Palavras-chave

Resumo

Fibroblastos de gengiva humana, estradiol, resveratrol

Nos Ultimos anos, tem aumentado o interesse em relagdo aos estrogénios e as
suas acc¢bes no organismo, principalmente devido ao uso da terapia hormonal
de substituicdo. Os flavonéides, como o resveratrol, tém uma estrutura idéntica
aos estrogénios e alguns sado descritos como antioxidantes e outros como pro-
oxidantes, existindo alguma controvérsia relativamente a este assunto.

O objectivo deste trabalho foi investigar a resposta dos fibroblastos de gengiva
humana aos efeitos do estradiol e do resveratrol.

Este estudo foi realizado em culturas celulares de fibroblastos de gengiva
humana de diferentes individuos. A proliferacéo e a citotoxicidade foram
avaliadas através do método colorimétrico MTT e a expressao da proteina Bcl-
xl pelo método Western Blot.

Os resultados do nosso estudo demonstraram a existéncia de variabilidade
inter individual da citotoxicidade ao estradiol. Os fibroblastos de gengiva
humana, parecem constituir um modelo para o estudo da resposta aos
estrogénios, com possivel aplicagcao no estudo inter individual de risco e ajuste
terapéutico em candidatas a terapia hormonal de substituigdo.

Também verificAmos que, a presenca de resveratrol potencia o efeito toxico do
estradiol, parecendo ndo apresentar um efeito celular protector.



Keywords

Abstract

Human gingival fibroblasts, estradiol, resveratrol

In the last years has increased the interest, in relation to oestrogens and to its
actions in the organism, mainly due to the use of hormone replacement
therapy. Flavonoids like resveratrol have similar structure to estrogens and
were described as anti-oxidants in some systems, but as pro-oxidants in
others, and controversy exists regarding this subject. The aim of this work was,
to investigate the response of the human gingival fibroblasts to the effects of
estradiol and resveratrol. The study is being performed in cultured gingival
fibroblasts from different individuals. Proliferation and cytotoxicity were
evaluated by MTT colorimetric assay and Bcl-xI protein expression by Western
Blot. The results of our study demonstrate the existence of interindividual
variability in estradiol cytotoxicity. The human gingival fibroblasts seem to
constitute a model for the study of the response to estrogens, with possible
applications in interindividual risk study and therapeutic adjust to female
applicants, for the hormone replacement therapy. We also verified that
resveratrol enhances the toxic effect of estradiol, seeming not to exert a
protector effect in the cells.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse em relacdo aos estrogénios € as suas
accdes no organismo, principalmente, devido ao uso da terapia hormonal de substitui¢ao
na menopausa.

Neste periodo, a maioria das mulheres sente a sua qualidade de vida reduzida, devido as
alteragdes emocionais, fisicas e psicologicas, pelas quais passa. Simultaneamente, a
falta de informacdo ou mesmo informagdes distorcidas, pelos meios de comunicagao,
faz com que uma parcela significativa de mulheres vivencie esta etapa da sua vida como
uma doenca, independentemente da sintomatologia apresentada (Brumel et al., 2000). E
nesta perspectiva, a de melhorar a qualidade de vida na menopausa que, actualmente,
milhdes de mulheres optam ou ndo pela terapia hormonal de substitui¢do. Encontram-se
descritos na literatura os beneficios, riscos, efeitos indesejaveis, indicagdes e contra-
indicac¢des da sua utilizagdo (Brumel et al., 2003). Desta forma, apesar de ser descrita
como um dos tratamentos de eleicdo, para diminuir os sintomas apresentados na
menopausa, ¢ necessario ter em consideragdo os riscos e/ou beneficios, quando utilizada
a médio ou longo prazo. A sua continua utilizagdo dependera da manutencdo dos
beneficios para os quais foi iniciada, do aparecimento de efeitos adversos e da melhoria

da qualidade de vida da mulher na menopausa.

O objectivo deste trabalho de investigacdo consistiu em estudar a resposta dos
fibroblastos de gengiva humana aos efeitos do estradiol e do resveratrol, de forma a
verificar se estes constituem um modelo viavel para estudos genéticos inter individuais
de resposta aos estrogénios, de modo a que possam ser aplicados no estudo individual
de risco e ajuste terap€utico, em candidatas a terapia hormonal de substitui¢cdo na
menopausa.

Inicialmente, neste trabalho de investigacdo, ¢ apresentada uma revisdo da literatura
sobre os contetidos em questdo, seguida do objectivo de estudo, populacdo e métodos
realizados, bem como, apresentacdo dos resultados e sua discussdo. Finalmente, sdo

referidas as principais conclusdes e sugestdes para futuras investigacdes, nesta area.
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1.1 A MENOPAUSA

A definigdo literal de menopausa ¢ o término do ciclo de hemorragias menstruais da
mulher (Rico et al., 2002). Caracteriza-se pelo cessar do periodo fértil, em que os
ovdrios, naturalmente, param de funcionar e de produzir estrogénio e progesterona
(Brincat et al., 2005; Hickey et al., 2005). Surge nas mulheres ocidentais, em média,
aos cinquenta anos de idade, sendo designada de precoce quando antecede os quarenta
anos de idade ¢ tardia quando surge depois dos cinquenta e cinco anos (Rico et al.,
2002). Irregularidades menstruais, alteracdes sexuais ao nivel dos oOrgdos genitais,
envelhecimento da pele, alteragdes cardiovasculares, como enfartes do miocardio e
desenvolvimento de doencas Osseas, como a osteoporose, sdo alguns dos efeitos
associados a diminui¢do das concentrag¢des de estradiol (Brumel et al., 2000; Brown et
al., 2001; Blumel et al., 2002). O quadro 1 refere alguns dos sintomas apresentados,

neste periodo.

SINTOMAS APRESENTADOS NA MENOPAUSA

Sintomas vasomotores: afrontamentos, calores subitos e sudagao.

Sintomas psiquicos: humor depressivo, insonias e irritabilidade.

Sintomas urogenitais: incontinéncia urindaria, secura da vagina e dificuldades sexuais.

Sintomas cardiovasculares: aumento da pressdo arterial, do colesterol e pré-cordialgias.

Outros sintomas: aumento de peso, modificacdo da pele e do cabelo e dores dsseas.

Quadro 1: Alguns dos sintomas apresentados na menopausa.
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1.2 A UTILIZACAO DA TERAPIA HORMONAL DE SUBSTITUICAO NA

MENOPAUSA

A terapia hormonal de substituicdo [ hormone replacement therapy (HRT)] refere-se
tecnicamente a substituicdo de estrogénio e progesterona, através de comprimidos,
injec¢ao ou adesivos transdérmicos. Durante a menopausa, ndao sé os niveis de estradiol
[(E2) (E)] sdo quase nulos como também a expressdo do receptor de estrogénio (ER)
sofre uma diminuicdo. Contudo, a substitui¢do do estrogénio pela HRT induz a
expressao de ER e eleva a concentracdo da hormona, a niveis proximos dos que se

verificam durante o ciclo menstrual normal (Nelson et al., 2001).

A osteoporose ¢ considerada uma das doencas mais importantes associadas a
menopausa. A HRT tem vindo a ser administrada para a sua prevengdo e tratamento
(Stevenson et al., 2001; Cano et al., 2002; Aznarez et al., 2003). Os estrogénios
contribuem para a estimulagdo do crescimento 6sseo, na fase da puberdade, e para a
manuten¢do da massa dssea normal, inibindo a actividade da hormona paratiréide na
actividade dos osteoclastos (Rod, 1997). Desta forma, a circulacdo dos estrogénios
exerce um efeito protector sobre o 0sso € um efeito positivo sobre a homeostasia do
calcio, aumentando a sua absor¢do no intestino e reduzindo a sua excre¢ao renal (Yasui
et al., 2001; Aznarez et al., 2003). Durante a menopausa, o efeito protector dos
estrogénios decresce e, consequentemente, podem ocorrer fracturas (Stevenson, 2005).
Varios estudos (Mosekilde et al., 2002; Writing Group for the Women's Health
Initiative Investigators, 2002; Women's Health Initiative Steering Committee, 2004)

salientam a utilizagdo da HRT na redugdo do risco de fracturas, neste periodo.
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Na menopausa, a qualidade da pele deteriora-se devido a uma diminui¢do na sintese de
estrogénio que exerce fungdes na estrutura dos componentes da pele, nomeadamente do
colagénio. Varios estudos (Arkadiusz et al., 2003; Angelo, 2005; Brincat et al., 2005)
referem a utilizacdo da HRT como benéfica na prevencao do envelhecimento da pele.
Estudos de Brumel (2000) e Genazzani (2002) salientam uma influéncia positiva da
utilizagdo da HRT na fungdo sexual das mulheres e, Hickey (2005), refere que o
tratamento com HRT reduz os sintomas vasomotores apresentados na menopausa.
Alteragdes cardiovasculares, tais como enfartes do miocardio, aumento da pressao
arterial e pré-cordialgias, podem surgir neste periodo (Banks et al., 2004; Misso et al.,
2005). Varios estudos relacionados com a prevengao primaria ou secundaria de doencgas
cardiovasculares (Grodstein et al., 2000; Beral et al., 2002; Banks et al., 2004; Naftolin
et al., 2004), concluem que a HRT ndo deve ser administrada, porque a sua utilizagdo
aumenta a incidéncia de riscos cardiovasculares. Contrariamente, a conferéncia do
Congresso da Sociedade Europeia de Menopausa refere a utilizagdo de HRT como uma
medida de prevengdo para o aparecimento de doengas cardiovasculares.

Relativamente a associacdo da HRT com o cancro do utero e da mama, os primeiros
estudos publicados datam de 1984 (Upton, 1984); os estudos subsequentes apresentam

resultados contraditorios (Hickey et al., 2005).
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1.3 HORMONAS ESTEROIDES

O estrogénio, progesterona, testosterona, mineralocorticdides, glucocorticdides sao
exemplos de hormonas esteroides lipossoliveis e hidrofébicas com baixo peso
molecular (Thresia et al., 2004). Estas hormonas derivam de um percursor comum, o
colesterol e sdo sintetizadas em diversos tecidos: ovarios, testiculos, placenta e cortex
adrenal (Simpson et al., 2001). Apds serem segregadas, pelas glandulas endocrinas sdo
transportadas até aos seus locais de ac¢do, através da circulagdo sanguinea (Thresia et
al., 2004). No plasma podem associar-se a proteinas como, por exemplo, globulinas
ligantes de hormonas sexuais e a albumina que lhes permitem ultrapassar o problema da

sua lipossolubilidade (Thresia et al., 2004, Tsuchiya et al., 2005).

1.3.1 ESTRADIOL

O estradiol, designado quimicamente por 1,3,5-estratrieno-3,17p-diol ou 17p-estradiol,

¢ uma hormona esteroide constituida por d&tomos de carbonos e um anel fenolico (figura
1). Apresenta a formula molecular C;3H,40; e o peso molecular de 272.39 g/mol.

E secretado para a corrente sanguinea, onde 98% circula ligado a globulinas ligantes de

hormonas sexuais €, em menor

OH quantidade, a outras proteinas

plasmaticas como a albumina (Gruber

etal., 2002).

HO

Figura 1: Estrutura do estradiol.
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Esta hormona esterdide monofendlica ¢ o estrogénio natural mais potente produzido,
principalmente, pelos foliculos de Graff do ovario e pela placenta e, em quantidades
mais reduzidas, pelas capsulas supra-renais e pelos testiculos (Thresia et al., 2004).

Em mulheres com ciclos menstruais normais, a secre¢do de estradiol tem um padrdo
ciclico bifasico com a concentracdo mais alta imediatamente antes da ovulagdo. O
aumento da concentracdo de estradiol exerce uma influéncia por feedback positivo ao
nivel da hipofise, estimulando a secre¢do de gonadotropinas, a hormona estimuladora
do foliculo e a hormona luteinizante, que sdo essenciais para a maturagao do foliculo e
para a ovulagdo, respectivamente. Apos ovulacdo, os niveis de estradiol decaem
rapidamente até a activacdo das células luteas, resultando numa subida menos
pronunciada de estradiol na fase lutea (Rod, 1997). Durante a gravidez, os niveis de
estradiol, no plasma materno, aumentam consideravelmente, superando os niveis
maximos pré-ovulatdrios e sdo mantidos durante toda a gestacao.

As medigdes de estradiol plasmatico sdo um indice valioso para a caracterizagdo de
varias disfungdes menstruais, tais como: a puberdade precoce ¢ tardia, amenorreia
primaria e secundaria e a menopausa. Em casos de esterilidade, medicoes de estradiol
plasmatico sdo Uteis para a verificacdo da inducdo de ovulacdo, a seguir aos tratamentos
(Miki et al., 2002).

Nos tultimos anos, tem aumentado o interesse em relagdo as suas ac¢des no organismo,
principalmente, devido aos riscos e/ou beneficios da utilizagdo da HRT (Brumel et al.,
2003), como referido anteriormente. Muitos estudos, em diversas areas, estdo a ser
realizados, a fim de esclarecer os efeitos benéficos ou prejudiciais do estradiol (Wise,

2002).
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1.4 SINTESE DE ESTRADIOL

Em mulheres pré-menopausicas ndo gravidas praticamente todos os estrogénios sio
sintetizados nos ovarios, enquanto, apds a menopausa a maioria dos estrogénios sao
formados, por aromatiza¢do da androstenediona a estrona, no tecido adiposo periférico
(Stiteri, 1997).

O produto inicial para que ocorra a biossintese de esterdides ¢ o colesterol tal como se
pode observar na figura 2. A biossintese dos estrogénios envolve uma série de reacgdes
enzimdticas que convertem o colesterol em androgénios e estrogénios. As enzimas
CYPI1A, CYP17 e CYP19 sdo particularmente importantes na sintese do estradiol;
também a 3B-HSD ¢ a 17 B-HSD estdo envolvidas, neste processo (Mitrunen and
Hirvonen, 2003).

O colesterol, numa primeira fase, ao nivel mitocondrial, é convertido em pregnenolona.
A partir da pregnenolona ocorre a sintese de androstenediona, por duas vias distintas.
Através da 17B-deshidrogenase (17 B-HSD) e da androstenediona, obtida por qualquer
das vias anteriores, obtém-se a testosterona. A aromatizag¢ao, ultimo passo no processo
de formagdo de estrogénios, ¢ catalisada pelas aromatases do complexo enzimatico
citocromo P450 que estdo presentes no reticulo endoplasmatico liso (Labrie et al., 2000;
Gruber et al., 2002). Essa etapa converte testosterona em estradiol e androstenediona

em estrona (Simpson and Davis, 2001; Meinhardt, 2002).
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Figura 2: Sintese de estradiol a partir do colesterol (adaptado de Mitrunen and Hirvonen, 2003).
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1.5 METABOLISMO DOS ESTROGENIOS

A metabolizagdo dos estrogénios ¢ realizada pelas enzimas CYP do complexo
citocromo P450, que sdo abundantemente expressas no figado (Tsuchiya et al., 2005).

Segundo Blom (2001), os estrogénios sdo metabolizados pelas sulfotransferases
(sulfatacdo) ou pela UDP-glucuronosil-transferase (glucuronidagdo) e os conjugados sdo
excretados na bilis e na urina. A hidrolise desses conjugados, pela flora intestinal,
possibilita a subsequente reabsor¢ao dos estrogénios, resultando numa recirculagao
entero-hepatica. Os estrogénios, também, sdo metabolizados por hidroxilagdo e

metilacdo, formando catecol estrogénios e metoxicatecol estrogénios, respectivamente.

No figado, aproximadamente 80% do estradiol, ¢ biotransformado em 2-hidroxiestradiol
e 20% em 4-hidroxiestradiol (Tsuchiya et al., 2005). O maior metabolito do estradiol, 2-
hidroxiestradiol &, principalmente, catalizado por CYP1A2 e CYP3A4 no figado e pelo
CYP1A1 nos tecidos extra hepaticos. O CYPIBI ¢ responsavel pela metabolizacdo do
estradiol em 4-hidroxiestradiol, em tecidos extra hepaticos, com elevada expressao desta
enzima no utero, ovarios e tecido mamario (Lee et al., 2003). Em menor quantidade,
outros metabolitos sdo formados, tais como: 6-a, 6-p3, 7-a, 12-B, 15-a, 15-B, 16-a. e 16-
B hidroxiestrogénios, mediante a ac¢do de varias enzimas, tais como: CYPIAI,
CYP1A2, CYPIBI, CYP2A6, CYP2C8, CYP3A4, CYP3AS ¢ CYP3A7 (Lee et al,
2001; Lee et al., 2002).

A metilagdo de 2-hidroxiestradiol e 4-hidroxiestradiol, através da catecol-O-
metiltransferase (COMT) da origem a metabolitos metoxilados (Gruber et al., 2001).
Por meio da COMT, 2-hidroxiestradiol ¢ convertido em metabolitos 2-metoxiestradiol e
o composto 4-hidroxiestradiol origina 4-metoxiestradiol.

Os catecol estrogenios sdo capazes de manter um processo de oxi-redugdo ciclico e
continuo, formando quinonas intermediarias (Gruber et al., 2002). Devido a formagao
de radicais livres, durante esse processo, ¢ a ligagao covalente desses intermedidrios ao
acido desoxirribonucleico (DNA), os estrogénios podem apresentar actividade

genotoxica (Liehr, 2000).
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1.6 FUNCOES DOS ESTROGENIOS

Os estrogénios endogenos (17-estradiol, estrona e estriol) sdo responsaveis pela
regulacao de diversos processos fisioldgicos em tecidos alvo, principalmente, nos
orgdos do sistema reprodutivo, onde desempenham um papel importante no
desenvolvimento, crescimento, diferenciacdo sexual e regulacdo da fertilidade. Actuam,
também, no sistema nervoso central, urogenital, cardiovascular, esquelético e na pele
(Jennifer et al., 2000; Jennifer et al., 2002). A semelhanca das outras hormonas
esteroides, exercem as suas accdes bioldgicas através de um sistema de transducdo de
sinal que envolve proteinas receptoras (Jan et al., 2004). Assim sendo, os seus efeitos
sdo mediados por dois receptores nucleares distintos: receptor de estrogénio alpha
(ERa) e receptor de estrogénio beta (ERB). Um ou ambos os receptores podem ser

encontrados em qualquer célula alvo dos estrogénios (Wierman, 2007).

1.7 RECEPTORES DE ESTROGENIO

Foram clonadas e caracterizadas duas isoformas da proteina receptora para o estrogénio,
denominadas de receptor de estrogénio alpha (ERa) e receptor de estrogénio beta
(ERB) (Laura et al., 2006). Estes receptores, pertencem a super familia dos receptores
nucleares que também incluem a 1,25-dihidroxido vitamina D, retindides, hormonas da
tirdide e prostaglandinas (Barbara De Servi et al., 2005).

O subtipo classico ou ERa foi clonado, inicialmente, em 1986, a partir de uma linhagem
de células neoplasicas mamarias, enquanto o ERp foi isolado em 1996 (Stefan et al.,
2001). Estes receptores apresentam diferentes expressdes nos varios tecidos do
organismo. O ERa ¢ predominantemente expresso em tecidos especificos, como a
mama, utero e vagina, estando envolvido na regulagdo da reproducao. O ERp ¢ expresso
em varios tecidos, como o trato urindrio, glandulas salivares, testiculos, ovérios,
endométrio vascular e musculo liso, sistema nervoso central e sistema imunologico

(Stefan et al., 2001; Konrad et al., 2005).
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1.8 MECANISMOS DE ACCAO DOS ESTROGENIOS

A teoria classica da ac¢do das hormonas esteroides refere-se a sua ac¢do ao nivel do
nucleo, em que os estrogénios através da ligagao a receptores nucleares especificos, os
receptores de estrogénio, desencadeiam as suas ac¢des bioldgicas. Durante muitos anos,
pensou-se que as hormonas esterdides actuavam exclusivamente a este nivel,
actualmente, estd demonstrado que também apresentam um modo de ac¢do ndo

gendémico (Gruber et al., 2002).

1.8.1 ACCAO GENOMICA

A accdo gendmica exercida pelo estradiol induz a uma sequéncia de mecanismos de
transcricdo genética, através dos receptores de estrogénio. Depois de atravessar a
membrana celular, a hormona liga-se ao dominio de ligacdo hormonal do receptor que
se encontra inactivo, devido a presenga das proteinas de choque térmico [heat shock
proteins (HSPs)]. Seguidamente, através da alteracdo conformacional, provocada pela
separagdo das HSPs, ocorre a activagdo do complexo receptor de estradiol — estradiol
(ER-E;). Segue-se a dimerizacdo do complexo ER-E, e acoplamento do dimero ao
elemento responsivo do receptor de estrogénio [estrogen response element (ERE)],
através dos dedos de zinco do dominio de ligacao ao DNA (Liehr, 2000) (figura 3).

A resposta celular vai depender da natureza do receptor estrogénico e da sua prevaléncia
nos diversos tecidos, da dimerizagdo do receptor, formando homodimeros (dois
receptores o ou dois receptores 3) ou heterodimeros (um receptor o € um receptor P),
do contexto celular das proteinas adaptadoras, que podem actuar como co-activadoras
ou co-repressoras (Jan et al., 2004). As proteinas co-activadoras possuem capacidade de
aumentar a actividade transcripcional do receptor, enquanto as co-repressoras interagem
com os receptores e competem com as proteinas co-activadoras (Gruber et al., 2002).
Este processo, induz a sintese de acido ribonucleico mensageiro (RNAm) que se dirige
para o citoplasma e inicia a sintese nos ribossomas, de novas proteinas. O resultado

final da sintese de novas proteinas representa a resposta celular a hormona (Jan et al.,

2004).
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Figura 3: Acc¢iio genomica do estradiol (adaptado de Laura et al., 2006).

1.8.2 ACCA0 NAO GENOMICA

A acg¢do ndo gendmica € qualquer modo de ac¢do que ndo implica directamente a ac¢ao
de genes como, por exemplo, os efeitos das células nervosas induzidos pelas hormonas
esteroides. Ao contrario dos efeitos gendmicos, os efeitos ndo gendomicos requerem a
presenca continua de hormona (Liehr, 2000). E um processo que ocorre ao nivel
membranar, em que a parte intracelular da molécula receptora se associa na parte
interna da membrana celular a uma proteina reguladora, a proteina G (Cheryl et al.,
2005). Apo6s ligacdo da hormona esterdide ao seu receptor, a parte intracelular do

receptor desencadeia fendmenos rapidos que conduzem a uma resposta intracelular (Jan
et al., 2004).
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1.9 CoMPOSTOS FLAVONOIDES

Os polifendis incluem mais de 8000 compostos conhecidos, desde fendis mais simples
como os acidos fendlicos, passando pelos flavonodides até compostos de composig¢ao e
complexidade variada, como os diarilheptanos. Os flavondides sdo substancias
polifenodlicas de baixo peso molecular, das quais fazem parte mais de 5000 compostos
com uma estrutura idéntica a dos estrogénios (Ferguson, 2001). Para além da
importancia, na protec¢ao das plantas contra factores ambientais e bidticos adversos, o
reconhecido interesse pelos polifendis estd relacionado com o facto de muitos deles
serem descritos como antioxidantes, anti-inflamatérios, antimutagénicos e
anticarcinogénicos (Ferguson, 2001). Verifica-se, em consequéncia das controvérsias
presentes sobre o uso da HRT, que muitas mulheres optam por alternativas a sua
utilizagdo como, por exemplo, a actividade fisica e a reeducacdo alimentar, optando por
alimentos ricos em célcio, pobre em gordura saturada e com baixo teor caldrico.
Simultaneamente, a divulgagdo e a pesquisa sobre o uso da medicina complementar
preconiza a prescri¢ado de medicamentos ndo hormonais, para diminuir ou prevenir os
sintomas na menopausa. Assim sendo, a fitoterapia e, dentro desta, os flavonoides,

comecam a ganhar espaco como modalidade de tratamento (Kessel et al., 2004).
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1.9.1 ESTRUTURA QUIMICA DOS FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo constituidos por 3 anéis fendlicos (A, B e C) na sua estrutura basica,
como se pode observar na figura 4. O anel A (anel de benzeno) estd condensado com o

Cs do anel C que, na posicao 2, tem ligado um anel fenilbenzeno (anel B).

O

Figura 4: Estrutura dos flavonéides.

A sua estrutura basica, permite varios padrdes de substituicdo, dando origem a uma
grande variedade de compostos, dentro do grupo dos flavondides (Aherne and O’Brien,
2002). Podem ser classificados em seis subclasses principais, dependendo dos

substituintes do anel C (Ross and Kasum, 2002):

v'Flavanois: possuem um grupo hidroxilo na posi¢do 3. Por exemplo, catequina e
epicatequina;

v'Flavonois: possuem um grupo carbonilo na posi¢do 4, um grupo hidroxilo na posi¢do
3 e uma ligagao dupla entre as posi¢des 2,3. Por exemplo, quercitina e quercitagetina;
v'Flavonas: possuem um grupo carbonilo na posigdo 4 e uma ligagdo dupla entre as
posi¢des 2,3. Por exemplo, rutina, apigenina e luteoleina;

v'Antocianidinas: possuem um grupo hidroxilo na posi¢do 3 e duas ligagdes duplas,
uma entre o atomo de oxigénio e o carbono 2 e outra entre os carbonos 3 e 4. Por
exemplo, cianidina, petunidina e malvidina;

v'Isoflavonoides: possuem um grupo carbonilo na posi¢do 4 e o anel B encontra-se
ligado a restante molécula através do carbono 3. Podem ainda possuir uma ligacdo dupla
entre os carbonos 2 e 3. Por exemplo, genisteina e coumestrol;

v'Flavononas: possuem um grupo carbonilona na posi¢do 4. Por exemplo, miricetina,

hesperidina, naringina e naringenina.
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1.9.2. FONTES ALIMENTARES DE FLAVONOIDES

Os flavondides sdo encontrados em quantidades significativas nos vegetais, frutos,
sementes ¢ em bebidas como o chd e o vinho (Ferguson, 2001). A maioria dos
flavonoides presentes no vinho provém da uva, especialmente da sua pele e do seu
processo de fermentacao (Havsteen, 2002).

As fontes alimentares dos flavondides podem variar, significativamente, de regido para
regido, dependendo dos habitos alimentares e das caracteristicas culturais das
populagdes (Aherne and O’Brien, 2002). O consumo de flavondides glicosilados,
através de uma dieta normal foi estimado entre 26mg/dia ¢ 1g/dia (Hertog et al., 1993;
Formica and Regelson, 1995). A quercetina ¢ um dos flavondides maioritarios na dieta,

em 26mg/dia de flavondides ingeridos cerca de 16mg sio de quercetina.

1.9.3. ABSORCAO E METABOLISMO DOS FLAVONOIDES

Os flavonoides sdao designados glicosilados, quando ligados a agucares, na auséncia de
residuos de acgucar, designam-se aglicosilados. Estes compostos encontram-se,
normalmente, nas plantas na forma glicosilada (Aherne and O’Brien, 2002), a mais
ingerida na dieta (Walle, 2004; Yokomizo and Moriwaki, 2005). No seu metabolismo
estdo envolvidos 6rgdos como o figado e o intestino delgado. A primeira etapa do
metabolismo dos flavonodides glicosilados, ocorre na mucosa do intestino e envolve a
actividade das B-glicosidases (O’Leary et al., 2003). Os flavonoides que ndo sdo
absorvidos no intestino delgado sdo metabolizados, pela microflora do colon,
originando moléculas aglicosiladas e acidos fenolicos que, por sua vez, podem ser
absorvidos ao nivel do colon (Hollman et al., 1995; Manach et al., 1998). Apds
absorcdo, os flavonodides conjugados com substratos endogenos (como o acido
glucurdnico e sulfato) sdo transportados para o figado, onde sdo metabolizados por
reac¢des de hidroxilacdo e metilagdo, competindo com os estrogénios pelas mesmas

vias de destoxificagdo.
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1.9.4. EFEITOS BIOLOGICOS DOS FLAVONOIDES

Os flavondides parecem desempenhar um papel importante nos ciclos redox da vida
celular. Alguns, sdo descritos como antioxidantes e outros como pro-oxidantes (Pietta,
2000; Alia et al., 2005)

Diversos autores, referem a importincia dos flavondides na protec¢do das células contra
a citotoxicidade e genotoxicidade, induzida pelos radicais livres, o que ajuda a explicar
o seu potencial benéfico na redugdo da ocorréncia do cancro e outras patologias. Varios
mecanismos foram propostos, entre os quais, a capacidade destes compostos actuarem
como antioxidantes (Ross and Kasum, 2002), protegendo o DNA dos danos oxidativos
e induzindo o sistema de reparacdo do mesmo. Dorai e Aggarwal (2004) referem a
inibi¢do da proliferacdo celular e a indu¢ao da morte celular programada, na presenca de

flavonoides.

Virios estudos tém demonstrado o efeito inibitério dos flavonoides na proliferacdo de
diversos tipos celulares como, por exemplo, nas seguintes: células hepaticas (Ramos et
al., 2005; Son et al., 2005), células do colon (Kuo et al., 1997; Kuntz et al., 1999),
células do pancreas (Mouria et al., 2002), células do cancro do figado (Son et al., 2004),
células do cancro da prostata (Gupta et al., 2001; Tyagi et al., 2002) e células do cancro
gastrico (Yoshida et al., 1990). A actividade antiproliferativa deve-se ao bloqueio da
progressao do ciclo celular e/ou indugdo da morte celular por apoptose (Birt et al., 2001;

Son et al., 2005).

Os flavonoides, em determinadas condigdes, apresentam efeitos citotoxicos que podem
estar relacionados com as suas propriedades pro-oxidantes, (Valko et al., 2006). As
formas reduzidas dos flavondides actuam como antioxidantes enquanto as formas
oxidadas (radicais fenoxilos) tém actividade pro-oxidante. Galati e O’Brien (2004), no
artigo de revisdo sobre a toxicidade dos flavonodides, alertam para a necessidade de
avaliar a toxicidade destes compostos no organismo, uma vez que 0 seu consumo nao ¢
controlado. Apesar deste assunto ser objectivo de alguns trabalhos ja realizados, a
toxicidade destes componentes alimentares, quando utilizados com fins terapéuticos,

ainda ndo esta totalmente esclarecida (Undeger, et al., 2004; Alia et al., 2005).
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1.9.5 RESVERATROL

O resveratrol (R) é um polifenol que pode ser encontrado em varios frutos. E uma
molécula conjugada por dois anéis fenil interligados por uma dupla ligagdo entre os
carbonos do anel ¢ ligages de 3 grupos OH inseridos nos anéis. E sintetizado sob duas
formas isOmeras: trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol
(cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) (Frémont, 2000).

As uvas sdo fontes abundantes de resveratrol, porque € sintetizado como resposta ao
ataque flangico (Botrytis cinerea, Plasmopora vitcula). Devido ao processo de
fabricagdo, o vinho tinto contém maior quantidade de resveratrol, comparativamente ao
vinho branco e verde (Frémont, 2000).

Os mecanismos pelos quais o resveratrol exerce os seus efeitos benéficos sdo diversos.
Entre eles destacam-se: a actividade antioxidante, anticarcinogénica e antimutagénica
(Frémont, 2000; Schneider et al., 2000; Oak et al., 2005). Varios estudos (Benitez et al.,
2007; Hwang et al., 2007, Ma et al., 2007) referem a indugdo do processo de apoptose,
por parte destes compostos. Também, s3o descritos como compostos que inibem a
proliferagdo celular, porque atrasam o ciclo celular (Sharmila et al, 2007).

A sua estrutura molecular semelhante a do estrogénio, permite evidenciar propriedades

farmacologicas similares a esta hormona (Bradamante et al., 2004).
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1.10 MORTE CELULAR: NECROSE E APOPTOSE

A manutencdo da homeostasia tecidual nos organismos multicelulares ¢ assegurada por
diferentes mecanismos bioldgicos regulatorios como, por exemplo, a apoptose (Eguchi
et al., 2000). O termo apoptose foi utilizado, pela primeira vez, em 1972, pelos
investigadores Wyllie Kerr e Currie, para indicar uma nova forma de morte celular, em
que as células morriam de forma morfologicamente distinta da morte por necrose. A
apoptose, também designada de morte celular programada, € um processo que ocorre de
forma controlada e ordenada, contribuindo para o desenvolvimento e a manutencdo da
homeostasia dos tecidos (Lopaczynski and Zeisel, 2001). Distingue-se da morte celular
por necrose, devido a um conjunto de caracteristicas morfologicas e bioquimicas
(Ferguson, 2001). Morfologicamente, a necrose caracteriza-se pelo aumento do volume
celular e ruptura da membrana plasmatica, seguida da consequente libertacdo dos
conteudos celulares, para o meio intercelular. Esta libertacdo do contetido celular das
células mortas pode provocar lesdes nas células vizinhas e resultar no desenvolvimento
de uma resposta inflamatdria (Chandra et al., 2000). Durante a apoptose, salienta-se a
exposicdo extracelular dos residuos de fosfatidilserina, formagdo de vesiculas na
membrana celular (blebs), diminui¢do do tamanho celular, condensagdo da cromatina,
fragmentacdo do DNA e, por ultimo, a fragmentagdo da célula e formacdo de corpos

apoptoticos (figura 5).

Nucleo ) N @,
AT Je\ .7 \ frg:;”
Organelos-v_l;\i > ) [ |..‘. " (i i*-.' { @ -.;:5:_‘
= b 1 [ 2 =iy ‘\_‘_‘_\' -
_— I: f \_,I l
Célula Formagao de Fragmentagdo  Corpos

normal “blebd do DNA apoptéticos

Figura 5: Esquema das varias fases da apoptose.
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As alteracdes que ocorrem na superficie celular permitem que as células apoptoticas
sejam imediatamente reconhecidas e fagocitadas. A répida eliminac¢do das células e o
ndo extravasamento do contetido celular, justificam a auséncia do processo inflamatorio

(tipico da necrose) (Chandra et al., 2000).

Durante o desenvolvimento humano a apoptose tem um papel importante, em particular,
na morfogénese, diferenciagdo sexual, formac¢do e maturacdo dos sistemas nervoso e
imunitario. Além disso, apresenta-se crucial para a manuten¢ao da homeostase tecidular
no adulto (Eguchi et al., 2000). Disfungdes nos mecanismos de controlo do sistema de
apoptose (apoptose deficiente ou excessiva) estdo associadas a varias condigdes
patologicas, tais como: imunodeficiéncia, doengas auto-imunes, doengas degenerativas
(doenga de alzheimer, doenga de parkinson), cancro ¢ infecgdes virais (Leist and

Jaattela, 2001).

1.10.1 MECANISMOS CELULARES DA APOPTOSE

Existem duas vias pelas quais a apoptose pode ser induzida: a via apoptdtica intrinseca
ou mitocondrial e a via apoptdtica extrinseca (Ferri and Kroemer, 2001). A via
apoptética mitocondrial pode ser desencadeada por varios estimulos, tais como:
substancias citotoxicas, radiacdo, choque térmico e pela privagdo de factores de
crescimento indispensaveis a sobrevivéncia da célula (Slee et al., 1999). A via
apoptotica extrinseca ¢ mediada por receptores membranares, designados de receptores
de morte como, por exemplo, o TNF-R1 (tumor necrosis factor receptor-1) (Leist and
Jaattela, 2001). Ambos os processos apoptdticos conduzem a activagdo de caspases, as
quais amplificam o sinal apoptético, levando a activacdo de outras caspases que sdo

necessarias para a fase de execugao celular.
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1.10.2 CONTROLO DA APOPTOSE: FAMILIA BCL-2

O estudo molecular de uma anomalia cromossémica, associada a uma doenca maligna
humana, permitiu, em 1986, a identificagdo de um gene designado de Bcl-2, que
codificava uma proteina bloqueadora da apoptose. Ao longo da ultima década, foram
identificados vérios genes humanos com semelhangas estruturais ao Bcl-2, todos eles
envolvidos no controlo molecular da apoptose e colectivamente designados por “familia
Bcl-2” (Azevedo, 1999; Zimmermann et al, 2001). A familia Bcl-2 ¢ constituida por
proteinas anti-apoptdticas como, por exemplo, a Bcl-2, Bel-xl, Bel-w, Mcl-1, Al e
proteinas pro-apoptoticas como, por exemplo, a bcl-xs, Bax, Bak, Bad e¢ Bid. As
proteinas inibem a apoptose porque bloqueiam a libertagio do citocromo c¢ da
mitocondria (anti-apoptdticas) e, outras, favorecem a apoptose, promovendo a activagao
das procaspases e a morte celular (pro-apoptoticas) (Eguchi et al., 2000; Ziwei, 2000;
Ryungsa, 2005). O estado de permissividade ou resisténcia ao processo apoptotico
resulta de um balanco entre os membros bloqueadores e promotores da apoptose
(Azevedo, 1999).

A regido transmembranar determina a localizagdo sub celular da proteina, enquanto as
regidoes BHI, BH2, BH3 ¢ BH4 (bcl-2 homology regions) determinam as interacg¢oes
proteicas entre os membros da familia e eventuais interaccdes com outras proteinas. As
principais antagonistas da apoptose, Bcl-2 e Bcl-xl, localizam-se, principalmente, na
membrana mitocondrial. Os membros pro-apoptéticos, da familia Bcl-2, estdo no citosol
e, quando activados, translocam-se para a mitocondria, onde interactuam com o0s
membros anti-apoptdticos (Zimmermann et al., 2001; Cain et al., 2002; Cande et al.,
2002). Os membros bloqueadores e promotores da apoptose interactuam entre si,
através da constituicio de homodimeros e de heterodimeros. Todas as proteinas
bloqueadoras parecem funcionalmente equivalentes, nas formas de homodimeros ou de
heterodimeros, contudo, a Bax s6 promove a apoptose na forma de homodimero e a
Bad, quando heterodimerizada (Cande et al., 2002; Boner, 2003; Jason O Neill et al.,
2004). Os membros anti-apoptoticos, da familia bcl-2, contém quatro dominios
homologos, BH1-4. O dominio N-terminal BH4 ¢ importante para a anti-apoptose,
porque a deleccdo do BH4 converte a Bcl-2 numa molécula pré-apoptdtica (Yelena et
al., 2003). As proteinas anti-apoptoticas, bcl-2 e bcl-xl, inibem a apoptose porque
bloqueiam a actividade das proteinas pro-apoptoticas, no dominio BH3 como, por

exemplo, na Bid e Bax (Benjamin et al., 2002; Manabu et al., 2005).
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1.11 TECIDO GENGIVAL E FIBROBLASTOS

A gengiva ¢ a parte da mucosa mastigatdria que envolve a porgao cervical dos dentes,
como se pode observar na figura 6. A sua forma e textura sdo definitivas em associagdo

com a erupg¢ao dos dentes.
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Figura 6: Constituiciio do dente.

O tecido conjuntivo ¢ o componente tecidual predominante da gengiva e do ligamento
periodontal. E constituido por células e material intercelular. O material intercelular é
formado pela matriz ¢ elementos fibrilares (Junqueira, 1999). As células do tecido
conjuntivo sdo os fibroblastos, fibrocitos, plasmdcitos, mastocitos, macrofagos e células

adiposas (Henrikson et al., 1997).
O fibroblasto é a célula mais frequente do tecido conjuntivo e tem como fungdo a

sintese de colagénio e proteoglicanos. E também responsavel pela formacdo de fibras e

material intercelular (Junqueira, 1999).
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Caracteriza-se, morfologicamente, como uma célula com um tamanho relativamente
grande, com prolongamentos citoplasmaticos e um niicleo ovdide com cromatina e

nucléolos evidentes (figura 7) (LuDan Qu et al., 2005).

Figura 7: Morfologia das células de fibroblastos humanos.

A literatura (Arkadiusz et al., 2003; Jozef et al., 2004; Angelo, 2005; LuDan Qu et al.,
2005) refere a cultura de fibroblastos, em estudos associados a hormonas sexuais,

nomeadamente com estrogénios.
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2. OBJECTIVO

Este trabalho tem como objectivo estudar a resposta dos fibroblastos de gengiva

humana aos efeitos do 17-B-estradiol e do resveratrol.

Para atingir este objectivo, foram realizados estudos “in vitro” de proliferagao celular e

estudos de expressao da proteina anti-apoptotica Bel-xI.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA POPULACIONAL

O estudo foi realizado em trés séries de células de fibroblastos de gengiva humana, de
individuos diferentes. Estes foram seleccionados arbitrariamente, no dmbito de uma
consulta de estomatologia e designados de MX, CO e MRS. A todos os individuos foi
pedido consentimento, para utilizacdo da sua amostra de gengiva, no estudo em questao.

A amostra foi recolhida de acordo com as Normas de Etica do Codigo Deontolégico.

3.2 PREPARACAO DA AMOSTRA

A amostra de gengiva humana foi acondicionada e transportada em tubos eppendorf,
com meio completo, constituido por meio RPMI 1640 suplementado com 2nM
glutamina, 1nM piruvato, InM HEPES, 12% soro bovino fetal (FBS) e 1% antibidtico e
antimicdtico.

O tecido gengival foi submetido a uma digestdo enzimatica com 0,3% tripsina-EDTA,
durante 30 minutos, a 37°C em banho-maria, sob agitacdo constante. A suspensdo
resultante foi centrifugada e o seu pellet ressuspendido e fragmentado. Os fragmentos
resultantes, com o tamanho de aproximadamente 2mm, foram cultivados em placas

multiwells, em meio completo, a 37°C e atmosfera humida, a 5% de CO,.
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3.3 CULTURA DE CELULAS DE FIBROBLASTOS HUMANOS

As culturas primdarias de fibroblastos humanos foram mantidas em meio completo que
foi mudado cada dois ou trés dias. Quando as culturas entraram em confluéncia foram
lavadas com tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 e tripsinizadas com 0,3% tripsina-
EDTA. A suspensdo resultante foi centrifugada, o sobrenadante decantado, as células
ressuspensas em meio completo e contadas. Posteriormente, foram cultivadas em placas

multiwells, em meio completo, a 37°C e atmosfera humida, a 5% de CO,.

3.4 ENSAIOS COM RESVERATROL, 17-3-ESTRADIOL E 17-B-ESTRADIOL-

BSA

Os ensaios experimentais foram realizados a partir de culturas em confluéncia, em meio
incompleto, constituido por meio RPMI 1640 suplementado com 2nM glutamina, 1nM
piruvato, InM HEPES e 1% antibiotico e antimicoético.

Antes da realizacdo dos ensaios laboratoriais com 17-f-estradiol, 17-f-estradiol-bsa
(Ebsa) e resveratrol, foram preparadas, em meio incompleto, as diferentes
concentragdes das solucdes a utilizar. O composto 17-B-estradiol foi dissolvido em
0,1% de etanol e o 17-B-Estradiol-bsa em 0,08% de dimetilsulfoxido (DMSO).

As culturas de fibroblastos humanos foram incubadas com as diferentes concentragdes
(variaram entre 1 ¢ 400nM) de 17- B-estradiol, com diferentes concentragdes (variaram
entre 1 e 400nM) del7- B-estradiol-bsa e com 8mg/ml de resveratrol. Todos os ensaios
laboratoriais foram realizados na presenga de um controlo, que correspondeu a presenga
de células de fibroblastos, em meio de cultura incompleto, na auséncia dos compostos a
estudar.

Posteriormente, foram realizados ensaios de proliferagdo celular e estudos de expressao

da proteina anti-apoptotica Bel-xl.
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3.5 ENSAIOS DE PROLIFERACAO CELULAR

3.5.1 METODO DO MTT

A proliferagdo celular foi avaliada pelo método colorimétrico MTT {brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]}. O principio do teste baseia-se na
absor¢ao do sal MTT pelas células, sendo reduzido no interior da mitocondria a um
produto designado de formazan. Este produto é acumulado dentro da célula e extraido
através da adicdo de um solvente apropriado. A quantidade de formazan produzido é

proporcional ao numero de células vivas (David, 2003).

Nos ensaios de viabilidade celular, adicionou-se, a cada alvéolo das placas multiwells,
300ul de MTT (0,5mg/ml). Estas foram colocadas a incubar a 37°, durante 2 horas e 30
minutos. Os cristais de formazan foram dissolvidos em 300ul de uma solugdo 0,04M
Hcl em isopropanol, durante 15 minutos, a temperatura ambiente. A absorvéncia foi
medida num leitor de micro placas a 570nm, utilizando um filtro de referéncia de
620nm.

Nos ensaios de proliferacdo celular, o controlo correspondeu a 100% de proliferacao
celular, sendo a percentagem de proliferacdo celular determinada através da seguinte

formula:

PC=(Ax100)/C

LEGENDA:
PC - Percentagem da proliferagdo celular

A — Absorvéncia da amostra

C — Absorvéncia do controlo
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3.6 EXPRESSAO DE PROTEINAS

3.6.1 METODO WESTERN BLOT

Os ensaios de Western Blot foram realizados com 10ug de proteinas totais, submetidas
a electroforese em gel de acrilamida a 12%, durante 60 minutos e transferidas para uma
membrana de PVDF, durante 45 minutos. Apos bloqueio, fez-se reagir a membrana com
o anticorpo primario anti-Bel-x1 (1:1000) e com o respectivo anticorpo secundario
(1:10000). A membrana foi submetida a um processo de stripping, de forma a poder
reagir com o anticorpo primdrio anti-B-actina (1:2000) e correspondente anticorpo
secundario. A imunodetec¢do das proteinas foi realizada no sistema ECF'™ (Amersham

Biosciences) (Li et al., 2007).

3.6.1.1 Extraccio de proteinas

Adicionou-se, a cada alvéolo das placas multiwells, 50ul de meio de Lise Completo,
constituido por 25mM Tris, 2,5mM EDTA, 2,5mM EGTA, 1% Triton X-100, 1mM
DDT, ImM PMSF e 25ug/ml leupeptina, para lisar completamente as células de
fibroblastos humanos. Simultaneamente, efectuou-se uma raspagem vigorosa, de forma
a obter as proteinas correspondentes a cada ensaio laboratorial.

Posteriormente, realizaram-se os ensaios de Western Blot com 10ug de proteinas totais,
que foram desnaturadas na propor¢do 1:6, com solu¢do desnaturante, antes de serem

aplicadas no gel de eletroforese.

3.6.1.2 Electroforese e electrotransferéncia

Foi preparado no sistema de eletroforese um gel de resolucdo a 12% e de concentracdo
de 4%, cuja constitui¢do se encontra descrita na tabela 1, que correu a 160 V, durante 1
hora, a temperatura ambiente.

Em seguida, efectuou-se a electrotranferéncia para uma membrana PVDF a 4°C, 750

mA, durante 45 minutos.
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SOLUCAO GEL RESOLUCAO GEL CONCENTRACAO
ADICIONAR 12% 4%

Agua 3,4ml 6,1ml
Acrilam/Bis 30% 4ml 1,3ml

Gel buffer 2,5ml — 1,5M Tris — HCL pH 8,8 2,5ml — 0,5M Tris — HCL pH 6,8
SDS 10% 100ul 100ul
TEMED 5ul 10ul
PSA10% 50pl 50pl

Tabela 1: Constituicio do gel de resolucio e do gel de concentracdo a utilizar no sistema de

eletroforese.

3.6.1.3 Bloqueio e incubacio da membrana com anticorpo primario e secundario
Procedeu-se ao bloqueio da membrana com TBS-T 5% leite (100ml de TBS, 5g de leite
em p6 e 0,lml de Tween), durante 1 hora, a temperatura ambiente, sob agita¢do
constante.

Apds o bloqueio, fez-se reagir a membrana com anticorpo primario, durante 1 hora, a
temperatura ambiente ou durante a noite, a 4°C, sob agitagao constante.

Em seguida, a membrana foi lavada com TBS-T 0,5% leite (100ml de TBS 10x, 5g de
leite em pd e 1ml de Tween, perfazer até 1L de dgua destilada), sob agitacao constante,
durante 15 minutos, trés vezes.

Posteriormente, foi incubada durante, 1 hora, a temperatura ambiente ou durante a noite
a 4°C, sob agitagdo constante, com o respectivo anticorpo secundario. Depois foi lavada

trés vezes, durante 15 minutos com TBS-T 0,5% leite, sob agitagao constante.

3.6.1.4 Deteccao do sinal
Colocou-se 600ul de reagente ECF, em contacto com a membrana, durante o tempo
maximo de 5 minutos. Revelou-se a presenca de proteinas, através da deteccdo de

A s . ™ . .
fluorescéncia no sistema ECF ™ (Amersham Biosciences).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. As diferencas estatisticas,
dentro de cada tipo de tratamento foram, determinadas através do programa SPSS,
versao 15.0 (2006), com o teste “T de Student” para amostras independentes ao nivel de

significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OPTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA O ESTUDO DO
EFEITO DO ESTRADIOL EM CELULAS DE FIBROBLASTOS DE GENGIVA

HuMANA

4.1.1 ESTRADIOL VERSUS PERIODOS DE EXPOSICAO

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos em valores de absorvéncia do estudo de
proliferacdo celular, realizado pelo método MTT, para diferentes concentragdes de

estradiol, apds um periodo de exposi¢cao de 30 minutos, 10 horas, 14 horas e 16 horas.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) de E,

Controlo 1E, 2E, 12E, 24E, 60E; 120E,

30 Minutos 0,044 0,038 0,039 0,051 0,055 0,051 0,049
0,044 0,041 0,039 0,055 0,056 0,054 0,053

10 Horas 0,041 0,043 0,047 0,053 0,057 0,045 0,040
0,036 0,043 0,048 0,053 0,057 0,041 0,042

14 Horas 0,037 0,046 0,049 0,045 0,042 0,057 0,053
0,037 0,035 0,049 0,042 0,044 0,056 0,053

16 Horas 0,058 0,057 0,054 0,043 0,067 0,053 0,038
0,049 0,060 0,056 0,047 0,075 0,052 0,039

Tabela 2: Resultados das absorvéncias obtidas pelo método MTT na série celular de fibroblastos de
gengiva humana do individuo MX, apds um periodo de 30 minutos, 10 horas, 14 horas e 16 horas de

exposicio, a diferentes concentracdes (1nM, 2nM, 12nM, 24nM, 60nM e 120nM) de estradiol (E,).

Consideramos, para cada um dos tempos de incubag¢do com estradiol, o controlo como
100% de viabilidade celular. Comparamos os resultados das diferentes concentragdes de

estradiol e periodos de exposi¢do com 0 mesmo.
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Observamos, através das linhas de tendéncia, apresentadas no grafico 1 e na tabela 3

que nas primeiras 16 horas de exposi¢do ao estradiol, ndo ocorreram variacdes na

proliferacao celular, com excep¢ao das concentragdes de 60 e 120nM de estradiol, as

quais provocaram uma diminui¢do da proliferagdo.
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Grafico 1: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva

humana do individuo MX, apés um periodo de 30 minutos, 10 horas, 14 horas e 16 horas de
exposicio, a diferentes concentracdes (1nM, 2nM, 12nM, 24nM, 60nM e 120nM) de estradiol (E,).

CONCENTRACOES (nM) de E,

EQUACAO DA LINHA DE TENDENCIA

Controlo Y=100
1E, Y=0,5706X+94,219
2E, Y= 1,1655X+95,754
12E, Y=10,4127X+115,98
24E, Y=0,5192X+113,73
60E, Y=0,1303X+108,01
120E, Y=-1,1055X+107,61

Tabela 3: Equacdes das linhas de tendéncia apresentadas no grafico 1.
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A tabela seguinte (tabela 4) apresenta os resultados obtidos em valores de absorvéncia
do estudo de proliferagdo celular, pelo método MTT, para diversas concentragdes de
estradiol, apds 30 minutos, 2 horas, 6 horas, 24 horas e 48 horas de exposicdo com o

composto.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) de E,

Controlo 1E2 3E2 12E2 24E2 48E2 60E2

30 Minutos 0,149 0,121 0,119 0,124 0,124 0,127 0,131

2 Horas 0,104 0,115 0,104 0,112 0,122 0,134 0,113

6 Horas 0,119 0,111 0,105 0,141 0,142 0,115 0,103

24 Horas 0,065 0,082 0,088 0,087 0,098 0,083 0,110

48 Horas 0,096 0,090 0,085 0,096 0,075 0,090 0,100

Tabela 4: Resultados das absorvéncias obtidas pelo método MTT, na série celular de fibroblastos
de gengiva humana do individuo MX, apés um periodo de 30 minutos, 2 horas, 6 horas, 24 horas e
48 horas de exposicao a diferentes concentracdes (InM, 3nM, 12nM, 24nM, 48nM e 60nM) de
estradiol (E,).

Consideramos, para cada um dos tempos de exposi¢do, o controlo como 100% de
viabilidade celular. Compardmos os resultados das diferentes concentra¢des de estradiol
e periodos de exposi¢do com 0 mesmo.

Observamos, através das linhas de tendéncia, apresentadas no grafico 2 e na tabela 5
que nas primeiras 6 horas de exposicdo com estradiol, foi evidente um aumento da
proliferacdo celular, para as diferentes concentracdes utilizadas. Contudo, na presenga

de 3 e 60nM de estradiol, verificou-se uma diminuicao da proliferagdo celular.
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Grifico 2: Resultados do estudo de proliferacao celular, na série celular de fibroblastos de gengiva

humana do individuo MX, para as primeiras 6 horas de exposicio, com diferentes concentracoes

(1InM, 3nM, 12nM, 24nM, 48nM e 60nM) de estradiol (E,).

CONCENTRACOES (nM) de E,

EQUACAO DA LINHA DE TENDENCIA

Controlo Y=100
1E, Y=0,1453X+95,837
3E, Y=-0,5774X+93,132
12E, Y=4,3655X+92,885
24E, Y=4,5342X+95,125
48E, Y=0,2857X+101,76
60E, Y=-1,4876X+98,859

Tabela 5: Equacdes das linhas de tendéncia apresentadas no grafico 2.
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Apbs um periodo de 24 horas de incubagdo com estradiol, observou-se, através das
linhas de tendéncia, apresentadas no grafico 3 e na tabela 6, um aumento da proliferagao

celular, para todas as concentracdes utilizadas.
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Grafico 3: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva
humana do individuo MX, apés um periodo de 24 horas de exposicido, a diferentes concentragoes

(1nM, 3nM, 12nM, 24nM, 48nM e 60nM) de estradiol (E,).

CONCENTRACOES (nM) de E  EQUACAO DA LINHA DE TENDENCIA

Controlo Y=100
1E, Y= 1,3046X+93,667
3E, Y=1,8471X+88,595
12E, Y= 1,6083X+98,045
24E, Y=2,2364X+99,425
48E, Y=1,1098X+100,22
60E, Y= 3,0626X+90,344

Tabela 6: Equacdes das linhas de tendéncia apresentadas no grafico 3.
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Observou-se, através das linhas de tendéncia apresentadas no grafico 4 e na tabela 7,

apds um periodo de 48 horas de incubagdo com estradiol, uma diminui¢do da

proliferacao celular, para a maioria das concentragdes em questao.
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Grafico 4: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva

humana do individuo MX, apés um periodo de 48 horas de exposicdo, a diferentes concentragoes
(1nM, 3nM, 12nM, 24nM, 48nM e 60nM) de estradiol (E,).

CONCENTRACOES (nM) deE  EQUACAO DA LINHA DE TENDENCIA

Controlo Y=100
1E, Y=-0,1309X+109,77
3E, Y=-0,24X+113,71
12E, Y=0,0109X+111,19
24E, Y=-0,4581X+120,59
48E, Y=-0,12X+110,19
60E, Y=0,0982X+122,04

Tabela 7: Equacdes das linhas de tendéncia apresentadas no grafico 4.
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4.1.2 ESTRADIOL VERSUS PASSAGEM CELULAR

Realizamos estudos de proliferagdo celular em passagens celulares diferentes, com
células da série celular de fibroblastos de gengiva humana do individuo MX. A
experiéncia A (EXP.A) foi efectuada com células da primeira para a segunda passagem
(1-2) e a experiéncia B (EXP.B) com células da segunda para a terceira passagem (2-3).
O grafico 5 corresponde aos resultados de proliferacdo celular da experiéncia A e o
grafico 6 aos resultados obtidos na experiéncia B. Observamos, em ambos os graficos,
em relacdo as concentragdes de 1 ¢ 50nM de estradiol, um aumento da proliferagao
celular, apos 24 horas de exposicao, bem como, uma diminui¢do no final das 48 horas
de exposicdo. Desta forma, verificou-se uma consisténcia nos resultados obtidos,

independentemente da passagem celular em que a experiéncia foi realizada.
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Grifico 5: Resultados do estudo de proliferacio celular realizado com células da série celular MX
da 1% para a 2* passagem celular, apés um periodo de exposicio de 24 e 48 horas, a diferentes

concentracoes (InM e 50nM) de estradiol (E,).
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Grafico 6: Resultados do estudo de proliferacio celular realizado com células da série celular MX
da 2" para a 3" passagem celular, apés um periodo de exposicio de 24 e 48 horas, a diferentes

concentracoes (InM e 50nM) de estradiol (E,).

4.1.3 ESTRADIOL VERSUS NUMERO DE CELULAS

A tabela 8 mostra os resultados obtidos em valores de absorvéncia do estudo de
proliferacao celular em duas experiéncias distintas (EXP.1 e EXP.2), realizadas a partir

de um namero inicial de células diferente.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) deE,

Controlo 1E, 50E,

EXP. 1 0,149 0,121 0,127
(3x10* células)

EXP. 2 0,215 0,247 0,196
(6x10* células)

Tabela 8: Resultados das absorvéncias obtidas pelo método MTT na série celular MX, a partir de
um nuimero diferente de células (EXP.1 e EXP.2), apés um periodo de 24 horas de exposicio, a

diferentes concentracées (InM e S0nM) de estradiol (E,).
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A experiéncia 1 (EXP.1) foi realizada a partir de um niimero inicial de 3x10* células e a
experiéncia 2 (EXP.2), do dobro das células (6x10* células). Ambas, foram submetidas
as concentragdes 1 e 50nM de estradiol, durante 24 horas.

Através da analise do grafico 7, observamos que, na experiéncia 1, ocorreu um aumento
da proliferagdo celular, ap6s 24 horas de incubacdo, com 1 e 50nM de estradiol. Na
experiéncia 2, observou-se um aumento na proliferagdo celular, na presenca de InM de
estradiol, e uma diminui¢ao na proliferagdo, apos 24 horas de incubacao, com 50nM de

estradiol.
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Grafico 7: Resultados das experiéncias 1 e 2 (EXP.1 e EXP.2), na série celular do individuo MX,

apoés 24 horas de incubagio, com diferentes concentracdes (1nM e S0nM) de estradiol (E,).
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4.2 ANALISE COMPARATIVA DOS RESULTADOS OBTIDOS EM 4.1

As tabelas 2 e 4 s3o referentes aos resultados obtidos no estudo de proliferacao celular
com células de fibroblastos de gengiva humana, utilizando diferentes concentracdes de
estradiol, ao longo do tempo. Ao analisarmos os resultados, observdmos que o periodo
de exposicao de 30 minutos ndo apresentou interesse laboratorial, porque os valores de
absorvéncia obtidos correspondem a interac¢do inicial entre o reagente utilizado, no
método MTT, e o meio onde ocorreu a reacgao.

Através, da andlise das linhas de tendéncia apresentadas no grafico 2 e na tabela 5,
verificamos que, nas primeiras 6 horas de exposi¢do ao estradiol, foi evidente um
aumento da proliferacdo celular, para a maioria das concentragdes utilizadas. Os
resultados das linhas de tendéncia, correspondentes as primeiras 16 horas (grafico 1 e
tabela 3), ndo apresentaram variagdes na proliferacdo celular, com excepcdo das
concentragdes de 60 e 120nM de estradiol. No periodo de 24 horas de exposi¢do ao
estradiol, observou-se um aumento da proliferagdo celular, enquanto que nas 48 horas
de exposi¢do, para a maioria das concentragdes utilizadas, foi notéria uma diminuig¢ao
da mesma (graficos 3 e 4 e tabelas 6 e 7). Optamos por estudar, nos ensaios seguintes,
os periodos de 24 e 48 horas de exposicao e as concentragdes de 1 e 50nM de estradiol.
Ao analisarmos o estudo da resposta de diferentes concentracdes de estradiol em
passagens celulares diferentes (graficos 5 e 6), observdamos uma consisténcia nos
resultados obtidos, independentemente da passagem em que a experiéncia foi realizada.
Desta forma, definimos que poderiamos trabalhar com células da segunda para a
terceira passagem, para avaliarmos o efeito inter individual do estradiol nos fibroblastos
de gengiva humana, o que esta de acordo com outros estudos ja publicados (Angelo,
2005; LuDan Qu et al., 2005).

Constatamos, ao realizar o estudo apresentado na tabela 8 e no grafico 7 que ao
realizarmos ensaios de proliferacdo celular, estes tém de ser efectuados a partir de um

ntimero minimo de 3x10* células.
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4.3 EFEITO INTER INDIVIDUAL DO ESTRADIOL EM CELULAS DE

FIBROBLASTOS DE GENGIVA HUMANA

Estudamos o efeito de duas concentragdes de estradiol (1 e 50nM), em trés séries de
células de fibroblastos de gengiva humana, correspondentes a trés individuos diferentes,

designados de MX, CO e MRS, apds um periodo de exposi¢ao de 24 e 48 horas.

4.3.1 SERIE CELULAR DO INDIViDUO M X

A tabela 9 mostra os resultados obtidos em valores de absorvéncia do estudo de

proliferacao celular, pelo método MTT, para a série celular do individuo MX.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) de E,

Controlo 1E, 50E,
24 Horas 0,065 0,082 0,083
48 Horas 0,096 0,090 0,090

Tabela 9: Resultados das absorvéncias obtidas pelo método MTT, na série celular de fibroblastos
de gengiva humana do individuo MX, apés um periodo de 24 e 48 horas de exposicio, a diferentes

concentracoes (InM e S0nM) de estradiol (E,).
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Grafico 8: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva
humana do individuo MX, apés um periodo de 24 e 48 horas de exposicdo, a diferentes

concentracées (InM e SOnM) de estradiol (E,). Resultados para n=1.
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O gréfico 8 apresenta os resultados obtidos para as diferentes concentragdes estudadas,
comparativamente ao controlo. Observou-se, ap6s um periodo de 24 horas de incubagdo
com estradiol, um aumento da proliferacao celular. Contudo, ap6s um periodo de 48

horas, verificou-se uma diminui¢do da proliferacao celular.

4.3.2 SERIE CELULAR DO INDIViDUO CO

A tabela 10 mostra os resultados obtidos em valores de absorvéncia do estudo de

proliferacdo celular, pelo método MTT, para a série celular do individuo CO.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) de E,

Controlo 1E, 50E,

24 Horas 0,012 0,053 0,056
0,012 0,040 0,051

48 Horas 0,027 0,035 0,046
0,049 0,034 0,054

Tabela 10: Resultados das absorvéncias obtidas pelo método MTT, na série celular de fibroblastos
de gengiva humana do individuo CO, ap6és um periodo de 24 e 48 horas de exposicio, a diferentes

concentracoes (InM e 50nM) de estradiol (E,).
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Ao analisar o grafico 9, observamos que a incubacdo com 1nM de estradiol provocou,

apods 24 horas de exposi¢do, um aumento significativo (P<0,034) da proliferacao celular

em relagdo ao controlo. Com 50nM de estradiol, também observamos um aumento

significativo (P<0,004) da proliferacdo celular, em relacdo ao controlo. Apds 48 horas

de incubacdo, para ambas as situagdes, a proliferagdo celular decresceu.
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Grifico 9: Resultados do estudo de proliferacao celular, na série celular de fibroblastos de gengiva

humana do individuo CO, apés um periodo de 24 e 48 horas de exposicio, a diferentes

concentracées (InM e 50nM) de estradiol (E,). Os resultados correspondem a média + erro padrio

para n=2. * P <0,034 quando comparado com o controlo e ** P <0,004 quando comparado com o

controlo.
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Os resultados da expressdo da proteina anti-apoptdtica bcl-xl, correspondentes as
diferentes concentracdes de estradiol e aos periodos de exposicdo, anteriormente
apresentados, para a série celular do individuo CO, podem ser observados na figura 8 e

na tabela 11.
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Figura 8: Resultados da expressio da proteina anti-apoptética bcl-xl, na série celular de
fibroblastos de gengiva humana do individuo CO, apés um periodo de 24 e 48 horas de exposicio, a

diferentes concentracées (InM e S0nM) de estradiol (E,).
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24 Horas 48 Horas
Controlo 0,879955 1,068121
1E, 1,163971 1,287127
50E, 3,333601 1,107410

MESTRADO EM TOXICOLOGIA

Tabela 11: Resultados da expressdo da proteina anti-apoptética bel-xl, correspondentes a série

celular do individuo CO, obtidos através da detec¢iio de fluorescéncia no sistema ECF™,

Observamos, para as concentragdes estudadas, apds um periodo de exposicao de 24 e 48

horas, um aumento da expressdo da proteina anti-apoptotica bcl-xl, em relagao ao

controlo (figura 8 e tabela 11). Para o individuo em questdo, a proteina bcl-xI ndo se

apresenta dimerizada ou seja, ndo formou com outras proteinas dimeros quantificaveis.
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4.3.3 SERIE CELULAR DO INDIViDUO MRS

A tabela 12 mostra os resultados obtidos em valores de absorvéncia do estudo de

proliferacao celular, pelo método MTT, para a série celular do individuo MRS.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) de E,

Controlo 50K, 200E, 400E;

48 Horas 0,043 0,034 0,014 0,014

Tabela 12: Resultados das absorvéncias obtidas pelo método MTT, na série celular de fibroblastos
de gengiva humana do individuo MRS, ap6s um periodo de 48 horas de exposicao, a diferentes

concentrac¢oes (50nM, 200 nM e 400nM) de estradiol (E,).

Nesta série celular, o estradiol provocou, com 48 horas de incubagdo, uma diminuicao
da proliferacdo celular. Ao aumentarmos a concentragdo de estradiol, o niimero de

células diminuiu, evidenciando o possivel efeito toxico do estradiol.
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Grifico 10: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva
humana do individuo MRS, apés um periodo de 48 horas de exposicdo, a diferentes concentracées
(50nM, 200nM e 400nM) de estradiol (E,). Resultados para n=1.
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A expressio da proteina anti-apoptotica bcl-xl, correspondente as diferentes
concentragdes de estradiol e aos periodos de exposicao anteriormente apresentados, na

série celular do individuo MRS, pode ser observada na figura 9 e nas tabelas 13 e 14.
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Figura 9: Resultados da expressio da proteina anti-apoptética bcl-xl, na série celular de
fibroblastos de gengiva humana do individuo MRS, apés um periodo de 48 horas de exposicido, a
diferentes concentracées (50nM, 200nM e 400nM) de estradiol (E,).
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EXPRESSAO PROTEINA ANTI-APOPTOTICA BCL-XL

48 Horas
Controlo 0,7126937
50E, 1,0563012
200E, 0,7260056
400E, 1,0153346

Tabela 13: Resultados da expressio da proteina anti-apoptética bel-xl, correspondentes a série

celular do individuo MRS, obtidos através da detec¢iio de fluorescéncia no sistema ECF™,

EXPRESSAO DA DIMERIZACAO
DA PROTEINA ANTI-APOPTOTICA BCL-XL

48 Horas
Controlo 69,70841
50E, 65,30799
200E, 62,65238
400E, 45,06600

Tabela 14: Resultados da expressio da proteina anti-apoptdética bel-xl dimerizada, correspondentes

a série celular do individuo MRS, obtidos através da detecc¢iio de fluorescéncia no sistema ECF™,

Observamos, para as concentragoes estudadas, apdés um periodo de exposicao de 48
horas, um aumento da expressdo da proteina anti-apoptotica bel-x1 (figura 9 e tabela
13). Para o individuo em questdo a proteina bcl-xI apresentou-se sob a forma dimerizada

ou seja, formou com outras proteinas dimeros quantificaveis (tabela 14).
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4.4 ANALISE COMPARATIVA DOS RESULTADOS OBTIDOS EM 4.3

O gréfico 11 apresenta os resultados do estudo da proliferacao celular, na série celular
de fibroblastos de gengiva humana, dos individuos MX e CO, das 24 para as 48 horas,
apos exposi¢do a diferentes concentragdes (1nM e 50nM) de estradiol. Observamos uma
diminui¢do da proliferacdo celular, das 24 para as 48 horas, em ambos os individuos,
que podera estar relacionada com o efeito toxico do estradiol, nas células de fibroblastos

de gengiva humana estudadas.
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Grafico 11: Resultados da diferenca do estudo de proliferacio celular, da série correspondentes aos
individuos MX e CO, das 24 para as 48 horas de exposicdo, com as concentragdes de InM e 50nM

de estradiol (E,).

Verificamos, através da andlise do grafico 11, que a diminuicdo da proliferagdo celular,
das 24 para as 48 horas, foi mais evidente na série celular do individuo CO.
Simultaneamente, o grafico 12 revela diferentes respostas na proliferacao celular, para a
mesma concentracdo e periodo de exposi¢do ao estradiol, nas séries celulares em
questdo. As diferencas proliferativas podem estar relacionadas com o efeito inter

individual da accdo do estradiol, nas células de fibroblastos de gengiva humana.
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Grafico 12: Resultados da proliferacio celular, em diferentes séries celulares (MX e CO), apos 24 e

48 horas de exposi¢cao, com diferentes concentracées (InM e S0nM) de estradiol (E,).

Relativamente a expressao da proteina anti-apoptotica bel-x1, observamos, no individuo
CO, um aumento da sua expressdo, das 24 para as 48 horas na presenca de 1nM de
estradiol e uma diminui¢do da sua expressao para a concentragdo de 50nM de estradiol.
No individuo MRS verificamos, apds 48 horas de exposi¢do ao estradiol, um aumento
da expressao da proteina anti-apoptotica bcl-xl, independentemente da concentragao
utilizada. No individuo CO, a expressdo da proteina bcl-xl ndo foi acompanhada por um
mecanismo de dimerizagdo, contrariamente ao que se verificou no individuo MRS
(quadro 2). Isto indica que no individuo CO, das 24 para as 48 horas, em que a
diminui¢do da proliferacdo celular foi acentuada, ocorreu expressdo da proteina bel-x1
sem dimerizagdo, poderd estar a ocorrer apoptose. No individuo MRS, como se
observou um aumento da expressdao da proteina bcl-xl, acompanhada de dimerizagao, a
apoptose poderd ndo ocorrer, pois esta proteina inibe a apoptose ao bloquear, a
actividade das proteinas pro-apoptoticas no dominio BH3 (Benjamin et al., 2002;
Manabu et al., 2005). O facto das séries celulares dos individuos CO e¢ MRS
apresentarem diferentes respostas em relacdo ao processo apoptdtico podera ser

indicativo de uma ac¢ao individual de resposta ao estradiol.
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PROLIFERACAO CELULAR| EXPRESSAO DA DIMERIZACAO DA OCORRENCIA DE
PROTEINA BCL-XL PROTEINA BCL-XL APOPTOSE
INDIVIDUO CO vV 1InM E, A NiAo SIM
(24 HORAS — 48 HORAS) 50nM E, v
INDIViDUO MRS v A SIM Nio
(48 HORAS)

Quadro 2: Resultados da proliferacio celular e expressao da proteina anti-apoptética bel-xl na,

série celular dos individuos CO e MRS.

4.5 EFEITO GENOMICO DO ESTRADIOL EM CELULAS DE FIBROBLASTOS DE

GENGIVA HUMANA

De forma a certificarmo-nos que a acgdo exercida pelo estradiol, nas células de

fibroblastos de gengiva humana, foi devida a um mecanismo de ac¢do gendmica,

estudamos, nos mesmos periodos e nas mesmas concentracdes, a ac¢do do estradiol e a

accao do estradiol associado a albumina sérica bovina (estradiol-bsa).

A tabela 15 mostra os resultados obtidos, em valores de absorvéncia, do estudo de

proliferacdo celular, pelo método MTT, para a série celular do individuo MX e CO.

SERIE CELULAR | TEMPO | CONCENTRACOES (nM) de E,/ Ebsa
Controlo 1E, 1Ebsa | 50E, 50Ebsa
MX 24 Horas 0,072 0,090 | 0,083 0,093 0,068
0,068 0,088 | 0,084 | 0,079 0,073
48 Horas 0,069 0,087 | 0,066 | 0,104 0,065
0,080 0,071 0,068 | 0,093 0,078
Controlo 1E, 1Ebsa | 50E, | SOEbsa
CO 24 Horas 0,012 0,053 0,011 0,056 0,026
0,012 0,040 | 0,017 | 0,051 0,020
48 Horas 0,027 0,035 0,040 | 0,046 0,008
0,049 0,034 | 0,021 0,054 0,009

Tabela 15: Resultados das absorvéncias obtidas, pelo método MTT na série celular de fibroblastos

de gengiva humana dos individuos MX e CO, apés um periodo de 24 e 48 horas de exposicio, a

diferentes concentracées (InM e S0nM) de estradiol (E,) e estradiol-bsa (Ebsa).
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Verificamos, através da andlise do grafico 13, que na série celular MX, a presenca de 1
e 50nM de estradiol teve uma accdo mais evidente na proliferacdo celular, quando

comparadas com as mesmas concentragdes de estradiol-bsa.

MTT

140
& 120 -
=]
< 100
o
o 80 - @ 24horas
ug
& 60 m 48horas
& 40
2 20

0
Controlo 1E 1Ebsa 50E 50Ebsa
Concentragoes E (nM) e Ebsa (nM)

Grifico 13: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva
humana do individuo MX, apés um periodo de 24 e 48 horas de exposicdo, a diferentes
concentracées (InM e 50nM) de estradiol (E,) e estradiol-bsa (Ebsa). Os resultados correspondem a

média * erro padrio para n=2.

No grafico 14 pudemos observar o resultado da accdo gendmica do estradiol, na série
celular de um outro individuo, designado de CO. As concentragdes de 1 e 50nM de
estradiol provocaram um aumento significativo na proliferagdo celular, ap6s um periodo
de incubacdo de 24 horas. Apds 48 horas de incubagdo, para ambas as situagdes, a
proliferacao celular decresceu. Para as mesmas concentracdes e periodos de exposigao,
a presenca de estradiol-bsa ndo provocou um aumento significativo da proliferagao

celular.
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Proliferagao Celular MTT
500 %
%
400
300 O 24horas
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Grafico 14: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva
humana do individuo CO, ap6és um periodo de 24 e 48 horas de exposicio, a diferentes

concentracées (InM e S0nM) de estradiol (E,) e estradiol-bsa (Ebsa). Os resultados correspondem a
média + erro padrio para n=2. * P <0,034 quando comparado com o controlo ¢ ** P <0,004

quando comparado com o controlo.

Estudamos, também, na série celular de um outro individuo, designado de MRS, a ac¢ao
genomica do estradiol. A tabela 16 mostra os resultados obtidos, em valores de

absorvéncia do estudo de proliferagao celular.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) de E,/Ebsa

Controlo 50E, 50Ebsa 200E, 200Ebsa 400E, 400Ebsa

48 Horas 0,043 0,034 0,038 0,014 0,040 0,014 0,046

Tabela 16: Resultados das absorvéncias, obtidas pelo método MTT na série celular de fibroblastos
de gengiva humana do individuo MRS, ap6s um periodo de 48 horas de exposicdo, a diferentes
concentragoes (50nM, 200nM e 400nM) de estradiol (E,) e estradiol-bsa (Ebsa).
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Observamos no grafico 15 que o efeito isolado do estradiol, para as diferentes
concentragdes (50, 200 e 400nM) provocou uma diminuicdo da proliferacdo celular.
Contudo, para as mesmas concentragdes de estradiol-bsa, ndo se observou uma
diminui¢do na proliferagdo celular, pois os resultados sdo muito proximos dos obtidos

para o controlo.
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Grifico 15: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva
humana do individuo MRS, apés um periodo de 48 horas de exposicdo, a diferentes concentracées
(50nM, 200nM e 400nM) de estradiol (E,) e estradiol-bsa (Ebsa).

ApoOs a andlise dos graficos anteriormente apresentados (graficos 13, 14 e 15),
observamos que o efeito toxico do estradiol est4 relacionado com a sua ac¢do gendémica.
Ou seja, o estradiol, depois de atravessar a membrana celular, exerce as suas acgoes
bioldgicas, por meio de ligacdo a receptores nucleares especificos, os receptores de
estrogénio (Jan et al., 2004). Quando ligado a albumina, ndo consegue entrar na célula
para exercer os seus efeitos e, consequentemente, ndo se verificaram alteragdes na
proliferagdo celular, tal como foi demonstrado em outros estudos (Panayiotis et al.,

1999).
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4.6 EFEITO DO RESVERATROL EM CELULAS FIBROBLASTOS DE GENGIVA

HuMANA

Estudamos a proliferacdo celular na presenca de estradiol e resveratrol, apds um periodo
de exposi¢do de 24 horas.

A tabela 17 mostra os resultados obtidos, em valores de absorvéncia pelo método MTT,
para a série celular MX, com 1 e 50nM de estradiol e das mesmas concentragdes na

presenca de 8mg/ml de resveratrol.

TEMPO CONCENTRACOES (nM) de E,

Controlo 1E, 50E, 1E; + 8R S0E; + 8R

24 Horas 0,123 0,247 0,196 0,258 0,253

Tabela 17: Resultados das absorvéncias, obtidas pelo método MTT na série celular de fibroblastos
de gengiva humana do individuo MX, apés um periodo de 24 horas de exposicdo, a diferentes

concentracoes (InM e 50nM) de estradiol (E,) e 8mg/ml de resveratrol (R).

Ao observar o grafico 16, verificamos que a presenga de resveratrol aumentou, para as

concentragdes estudadas, a proliferagao celular.

MTT
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Grifico 16: Resultados do estudo de proliferacio celular, na série celular de fibroblastos de gengiva
humana do individuo MX, apés um periodo de 24 horas de exposicdo, a diferentes concentragdes

(1InM e 50nM) de estradiol (E,) e 8mg/ml de resveratrol (R). Resultados para n=1.

52




MESTRADO EM TOXICOLOGIA

A expressao da proteina anti-apoptdtica bel-xl, correspondente a concentragao de 1nM
estradiol e, da mesma concentragao de estradiol, na presenca de 8mg/ml de resveratrol,

pode ser observada na figura 10 e na tabela 18.

30 kDa
Bel-x1

A A A
1E + 8R 1E M
24horas 24horas
LEGENDA:

¢ 1E + 8R —1nM de estradiol e 8mg/ml de resveratrol
e 1E —1nM de estradiol
o M —Marcador

Figura 10: Resultados da expressio da proteina anti-apoptdética bcl-xl, na série celular de
fibroblastos de gengiva humana do individuo MX, apés um periodo de 24 horas de exposi¢io a InM

de estradiol (E,) e 8mg/ml de resveratrol (R).

53




MESTRADO EM TOXICOLOGIA

CONCENTRACAO de FLUORESCENCIA DA BANDA DA PROTEINA BCL-xI
E,/R
TEMPO

1E, 3390.357
24 Horas

1E, + 8R 7476.830
24 Horas

CONCENTRACAO de g, yORESCENCIA DA BANDA DA PROTEINA DIMERIZADA

E»/R PELA PROTEINA BCL-xl
TEMPO
1E, 6032.677
24 Horas
1E; + S8R 6677.035
24 Horas

Tabela 18: Resultados da expressio da proteina anti-apoptética bcl-xl e da sua dimerizacio,
correspondentes a série celular do individuo MX, obtidos através da detec¢io de fluorescéncia no

sistema ECF™

Ap0s analise da tabela 18 e da figura 10 observamos que a presenc¢a de 1nM de estradiol
as 24 horas de exposi¢dao ¢ um indicador de baixos niveis de apoptose pois, a proteina
apresenta-se dimerizada. Na presenca de resveratrol, ocorreu maior expressao de
proteina bcl-xl, acompanhada de dimerizagdo. Isto pode indicar menos morte celular
programada, o que pode ndo ser bom para proteger a célula dos efeitos toxicos. Assim
sendo, o resveratrol parece ndo apresentar um efeito protector, mas sim um efeito
potenciador do efeito toéxico do estradiol.

Os resultados obtidos parecem contrariar outros estudos, os quais referem que o
resveratrol exerce os seus efeitos benéficos, através da sua actividade antioxidante e
antimutagénica (Frémont, 2000; Schneider et al., 2000; Oak et al., 2005). Varios
estudos (Benitez et al., 2007; Hwang et al., 2007, Ma et al., 2007, Sharmila et al, 2007)
referem que o resveratrol induz o processo de apoptose, situagdo que nao se observou
no nosso estudo.

Simultaneamente, os resultados obtidos no método MTT, também, contrariam estudos
que evidenciaram o papel protector dos flavondides na protec¢do das células contra a
citotoxicidade (Alia et al., 2005), através de mecanismos de inibicdo da proliferagao

celular (Dorai e Aggarwal, 2004; Sharmila et al, 2007).
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5. CONCLUSAO

v" Observamos, no nosso estudo, diferentes respostas inter individuais da citotoxicidade

do estradiol.

v Constatamos que os fibroblastos de gengiva humana parecem ser um modelo de
estudo vidvel para estudos genéticos inter individuais de resposta aos estrogénios, de
forma a poderem ser aplicados no estudo individual de risco e ajuste terapéutico em

candidatas a terapia hormonal de substituicao.

v" Observamos, no nosso estudo, que o resveratrol parece ndo apresentar um efeito

celular protector.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram estudados poucos individuos, pelo que tera interesse alargar a
amostra populacional, de forma a testar um maior nimero de individuos nas mesmas
condigdes experimentais.

Torna-se também importante completar o estudo com a andalise do gendtipo de cada
individuo e analise da expressdo de outras proteinas, envolvidas no processo de
apoptose.

Seria interessante aplicar e comparar os resultados deste trabalho com um outro
realizado em amostras de pele dos mesmos individuos, para observar ou ndo possiveis

diferencas.
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