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1. INTRODUCAO

1.1. Oxido Nitrico, Oxidacio de Lipoproteinas e Reatividade Vascular

O é6xido nitrico ("NO) é um radical livre com caracteristicas especiais. O *NO ¢é
sintetizado por uma familia de enzimas denominadas dxido nitrico sintases (NOS) que
catalisam a oxida¢3o de um nitrogénio guanidinico da L-arginina para formar éxido
nitrico e citrulina (Moncada, 1991). H4 trés isotipos de NOS: neuronal (nNOS);
endotelial (eNOS) e indutivel (iNOS). O "NO ¢é reconhecido como fator de relaxamento
vascular dependente do endotélio (EDRF) e regula o ténus vascular e o fluxo sangiiineo.
Apos sua liberagdo, o Oxido nitrico interage com o grupo heme da guanilato ciclase,
levando a produgdo de GMP ciclico que € responséavel pela vasodilatagdo (Vallance e
Moncada, 1993) e esta relacionado a inibig¢do da agregacdo plaquetaria, aos sinais de
neurotransmisso e a regulagfio imune (Stamler et al., 1992).

Sob condi¢des fisiolégicas, o endotélio exerce um efeito protetor nos vasos
sangiiineos, como por exemplo, prevenindo a adesio de leucocitos, dilatando a
vasculatura e inibindo a proliferagdo de células musculares lisas (Luscher e Noll, 1995).
A disfun¢do endotelial atualmente € considerada como um importante precursor da
doenga vascular, sendo caracterizada pela perda progressiva do ténus vascular (Drexer
et al., 1991; Seiler et al., 1991). A disfunc¢do endotelial pode ser medida pela perda da
atividade vasodilatadora fluxo-dependente, ou, pela resposta vasoconstritora a agentes
que normalmente causam vasodilatagio. Muitos trabalhos demonstram a existéncia de
disfungio endotelial na hipertensdo e na hipercolesterolemia (Panza et al., 1995; Lusher
e Noll, 1995). A disfung¢io endotelial na hipertenso pode estar relacionada ac aumento

da resisténcia periférica vascular e as complicagdes vasculares (Luscher e Noll, 1995).



Em artérias que apresentam lesdes aterosclerfticas, ou na presenca de
hipercolesterolemia, a administragdo de acetilcolina produz vasoconstrigdo paradoxal
(Collins et al., 1995).

Artérias removidas de coelhos (Maseri, 1984; Matsubara ef al., 1986) ¢ macacos
(Freiman et al,, 1986) hipercolesterolémicos exibiram relaxamento dependente do
endotélio marcadamente anormal em resposta a substincias como acetilcolina, trombina
e iondforo de calcio, ir vitro. Em contraste, a vasodilatagio em resposta a agentes como
nitroglicerina ou nitroprussiato de sodio, que agem diretamente no musculo liso
vascular, fol nommal ou somente moderadamente diminuida. Ou seja, a
hipercolesterolemia afeta diretamente a vasodilatagdo dependente do endotélio. Porém,
paradoxalmente, tem sido observado que a hipercolesterolemia pode aumentar a
atividade e/ou a expressiao da NOS. Observou-se também que o tratamento com
superéxido dismutase melhora significativamente a vasodilatagiio dependente do
endotélio (Mugge et al., 1991). Finalmente, a medida direta da produgo de superéxido
em aortas normais e desnudadas de coelhos hipercolesterolémicos demonstrou um
aumento de trés vezes na produgdo de superoxido nas aortas normais em relagdio as
desnudadas, sugerindo que a principal fonte de superéxido € o endotélio (Ohara et al.,
1993). O "NO produzido na hipercolesterolemia seria, portanto, inativado no préprio
endotélio por sua reagfo com o radical superdxido.

Minor et al. (1550) encontraram uma elevada produgio de 6xidos de mitrogénio
em artérias aterosclerdticas de coelhos hipercolesterolémicos, em relagdo as arténias
normais e concluiram que o impedimento do relaxamento dependente do endotélio na
aterosclerose nio é devido & menor atividade da enzima responsivel pela producéo de
6xidos de nitrogénio a partir da arginina, ou da deficiéncia de arginina. A alteraggo da

atividade vasodilatadora induzida por dietas ricas em colesterol pode resultar de uma



menor incorporagZo de 6xido nitrico em um composto mais potente, ou, 4 acelerada
degradag@o do fator de relaxamento dependente do endotélio (EDRF). Freyschuss ef al.
(1996) verificaram um aumento da concentragfio plasmatica de 6xidos de nitrogénio
entre trés a seis semanas de uma dieta contendo 1% de colesterol, em coelhos, havendo
posterior regressdo aos niveis basais apés a nona semana. Portanto, estes estudos
indicam que a deficiéncia no relaxamento vascular dependente do endotélio na
hipercolesterolemia € na aterosclerose, estd associada a uma redugdo da
biodisponibilidade do *NO e a possivel formag3o de peroxinitrito, que é uma espécie
altamente reativa e participa da oxidagdo da LDL.

A localizagdo da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em invagina¢des
especializadas da membrana plasmaética, denominadas cavéolas, tem sido proposta como
necessaria para a maxima atividade dessa enzima (Boje et al. 1990; Goligorsky et al.
2002). As caveolas sdo altamente enriquecidas em colesterol. O RNA mensageiro da
caveolina (proteina presente nas cavéolas e que interage com eNOS) é hiper-regulado
quando a entrada de colesterol livie da LDL para a célula ¢ aumentada, sendo a
regulagdo do efluxo de colesterol livre por via caveolar, modulada pela caveolina
(Fielding et al. 1997). Varias evidéncias indicam que o aumento da regulagdo da
caveolina, em células expostas a altos niveis de LDL-colesterol, resulta diretamente de
um aumento na transcri¢do do gene da eNOS, induzido pelo maior conteudo celular de
colesterol (Bist et al. 1997). Estudos in vitro demonstram que, apds 24 horas de
exposi¢io das células endoteliais a baixas concentragdes de LDL oxidada (LDL-0x),
observa-se aumento do RNA mensageiro da eNOS; porém, em altas concentragoes de
LDL-ox, esse efeito é revertido (Hirata et al. 1995). Além disso, a hipercolesterolemia

pode promover a produgdo de 6xido nitrico pela NOS indutivel (Wan ef al. 2000). Essas



observagdes mostram que existe correlagdo entre a produgio de 6xido nitrico, a
hipercolesterolemia e a peroxidagio lipidica.

Em um estudo de Fries et al. (1995), a LDL oxidada aumentou a sintese de
oxido nitrico em cultura de células endoteliais, porém, em um estudo de Vergnani
(2000), a LDL oxidada inibiu a sintese de 6xido nitrico. Myers et al. (1994) verificaram
que a LDL oxidada diminuiu a vasodilatagio de anéis da artéria coronaria, mas nZo a
produgdo de “NO por células endoteliais. Portanto, a relagio entre a produgio de 6xido
nitrico e a hipercolesterolemia e lipoproteinas oxidadas ainda ndo esta bem esclarecida.

O ¢éxido nitrico tem sua bioatividade reduzida na mulher pds-menopausa;
entretanto, ndo esta claro se isto ocorre devido a sua menor produgdo pela oxido nitrico
sintase, ou, se o 6xido nitrico € inativado pela sua reagio com o radical superdxido,
também gerado pelas células endoteliais, formando o anion peroxinitrito (ONOO"), que
é forte agente oxidante.

O peroxinitrito se decompde em outras espécies reativas de oxigénio (Lancaster,
1996) e reage com residuos tirosina de proteinas para formar nitrotirosina (Beckman et
al., 1992). Embora pouco se saiba sobre os efeitos da nitragio de tirosina na fungdo
protéica in vivo, tem sido mostrado que o peroxinitrito e seus produtos de decomposigdo
induzem a peroxidagio dos lipidios das membranas (Radi ez al., 1991) ¢ podem iniciar a
peroxidagio lipidica da LDL humana (Darley-Usmar et al, 1992), provocando lesdo
endotelial e aumento da permeabilidade vascular (Lancaster, 1996).

O diéxido de nitrogénio ("NQ;) é um dos produtos oxidantes formado na
decomposigdo do peroxinitrito, que atravessa rapidamente as membranas celulares,
devido 2 sua alta lipofilicidade, iniciando a oxidag#o dos 4cidos graxos poli-insaturados.
Assim, o diéxido de nitrogénio pode abstrair um atomo de hidrogénio das cadeias de

acidos graxos poli-insaturados, por exemplo, resultando em um dieno conjugado que



pode reagir com oxigénio molecular para formar radicais peroxila e, posteriormente,
hidroperdxidos lipidicos (Schmitt et al. 1999). Recentemente, tem sido sugerido que o
didxido de nitrogénio também pode formar lipideos nitrados (Lima et al. 2003; Lima et
al. 2002; O'Donnell et al. 1999).

Modificagdes peroxidativas de fosfolipideos, triacilglicerdis e ésteres de
colesterol podem ocorrer em reagdes promovidas por radicais livres e por espécies néo
radicalares, como o peroxinitrito. A molécula do colesterol também pode ser oxidada
com conseqiiente formagdo dos 6xidos de colesterol (figura 1). O colesterol oxidado na
posigdo 7 pode reduzir o relaxamento dependente do endotélio e a produgdo de éxido
nitrico por células endoteliais (Deckert et al. 1998). Os éxidos de colesterol sdo
encontrados em concentragdes elevadas nas artérias aterosclerdticas € em lipoproteinas
de pacientes hipercolesterolémicos (Vaya et al. 2001). Ja foi demonstrado que alguns
oxidos de colesterol, principalmente o 7-cetocolesterol, possuem atividade
antiestrogénica (Murphy et al., 1985; Hwang et al.,1989).

Fielding (2001) verificou que ¢xidos de colesterol reduzem o RNA mensageiro
da caveolina, o transporte de colesterol livre para a superficie das células e o efluxo
celular de colesterol livre. A cavéola é uma provavel intermediaria do efluxo de
colesterol livre via HDL (Fielding et al. 1997). A presenga de oxisterdis na HDL reduz a
capacidade desta lipoproteina de estimular o efluxo de colesterol (Gesquiere ef al.
1997). Estudos in vitro demonstram que o estradiol é mais efetivo que o alfa-tocoferol
ou o beta-caroteno em inibir a formagio de 6xidos de colesterol (Ayres et al. 1996;
Tang et al. 1996). Os fitoestrogénios, pela sua similaridade estrutural, podem ter efeitos

similares.
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Figura | — Estrutura quimica do colesterol e de seus produtos de oxidagao (Brown et al., 1999)

Complexos imunes circulantes, contendo LDL isclada de pacientes com
aterosclerose coronéria, tém o dobro de oxisterdis em relagdo & fragdo livre de LDL
(Tertov et al. 1996). Na LDL eletronegativa (LDL") - que € uma subfragdo da LDL

carregada  negativamente  presente no. sangue - isolada de macacos



hipercolesterolémicos, os oxister6is representaram até 50 % do total de esteréis, com o
alfa-epoxicolesterol sendo o principal oxisterol encontrado (Hodis et al. 1994). Na LDL’
isolada de humanos normocolesterolémicos, as concentragdes de oxisterdis sio
menores, representando aproximadamente 5% do total de esterdis (Sevanian ef al.
1997).

Esta LDL eletronegativamente carregada é uma lipoproteina parcialmente
modificada oxidativamente, identificada em plasma humano e caracterizada por um
aumento do conteudo de dienos conjugados € malondialdeido (MDA) e concentragio
reduzida de vitamina E (Avogaro er al. 1988; Avogaro ef al. 1991). A LDL" tem
propriedades pro-inflamatorias e aterogénicas, tais como citotoxicidade e liberag3o de
interleucina-8 ¢ MCP-1 por células endoteliais (De Castellarnau ef al. 2000), que nio
sdo observadas na LDL nativa, e podem contribuir para um estado pré-oxidante
facilitando reagdes oxidativas em componentes vasculares. Modificagdes que aumentam
a eletronegatividade da LDL in vitro, tais como oxidagio e glicagio ndo enzimatica,
impedem a liga¢do da LDL aos receptores hepaticos e contribuem para o actimulo de
colesterol em macréfagos (Aviram 1993; Steinberg ef al. 1989). A proporgio de LDL"
estdi aumentada em pessoas com elevado risco cardiovascular como
hipercolesterolémicos familiares e pacientes diabéticos tipo 2 (Sanchez-Quesada et al.
1996). Tem sido sugerido que esta subfragio da LDL poderia ser resultado da
peroxidagdo lipidica, mas também de uma glicagdo ndo-enzimatica ou conteido
anormal de apoproteinas ou acidos sialicos (Avogaro et al. 1991). A associagdo
preferencial da PAF-AH (fator de ativagdo de plaquetas-acetil-hidrolase) com LDL
sugere um papel pré-inflamatério desta enzima na LDL (Sanchez-Quesada ef al., 2004).
Nizo ha na literatura estudos que avaliem in vivo a influéncia da terapia de reposi¢o

hormonal ou fitoestrogénios sobre a formagdo de 6xidos de colesterol e LDL".



Um outro fator de risco para doenga cardiovascular que esti associado ao
estresse oxidativo e a disfung@o endotelial é a hiperhomocisteinemia. A homocisteina
(Hey) € um aminoacido sulfurado, cujo metabolismo estd situado entre duas vias
metabolicas: remetilagio e transulfuragdo. Na remetilag3o, a homocisteina adquire um
grupo metil da N-5-metiltetrahidrofolato (MTHF) ou de betaina para formar a
metionina. A reagio com MTHF acontece em todos os tecidos e é dependente de
vitamina Bi,, enquanto que a de betaina ocorre principalmente no figado e rins em
humanos. Na via de transulfuragdo a homocisteina se condensa com serina para formar
a cistationa por meio de uma reagdo irreversivel, dependente de piridoxal 5-fosfato
(vitamina Bg), formando ao final a cisteina (Bostom et al., 1997). A reatividade do
grupo sulfidrila da homocisteina tem sido vista como um dos mecanismos envolvidos na
acdo da homocisteina na aterosclerose. A lesfio vascular induzida pela homocisteina
parece ser secundaria 2 formag@o de peréxido de hidrogénio, proveniente da oxidagdo
de aminoacidos sulfurados por agentes oxidantes, tais como o cobre (Starkebaum et al.
1986). A formagio de S-nitroso-homocisteina previne a oxidagio do grupo tiol € a
formagdo de perdxido de hidrogénio, além de ter potente agdo vasodilatadora e de
inibigdo da agregagéo plaquetaria (Stamler et al., 1995).

Os nitrosotiéis (RSNO's) podem ser formados pela reagio do "NO com grupos
tidis (Marley et al., 2001) (presentes em residuos de cisteina, homocisteina e glutationa)
e a sua concentragio ¢ dependente da sintese de "NO (Eiserich et al. 1998). Os RSNO's
possuem agdo vasodilatadora e de inibigdo da agregagdo plaquetaria (Eiserich et al.,
1998). Estes compostos sdo considerados como reservatérios de *NO e muitos dos
efeitos promovidos pelos RSNO's podem ser explicados pela liberagdo de *NO.
Entretanto, nem todos os efeitos bioldgicos descritos para os RSNO's sdo atribuidos a

funcdo doadora de *NO desses compostos. Ha evidéncias de um efeito intrinsico dos



RSNO's devido a ativagdo da guanilato ciclase, produzindo vasodilatag3o (Stamler,
1995).

Os eventos que desencadeiam a disfun¢do endotelial € o desenvelvimento da
lesio aterosclerdtica sio os mais variados e complexos. E conhecido que
hipercolesterolemia, biodisponibilidade de d6xide nitrico, nitragdo e nitrosilagdo de
proteinas, homocisteina e oxidagio de lipoproteinas sdo fatores importantes
relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose. Comparar a influéncia da terapia de
reposigdo hormonal e fitoestrogénios sobre estes fatores, em mulheres que constituem

um grupo de risco para a doenga cardiovascular, pode ser relevante.



1.2. Expressdo de Protefnas de Choque Térmico (HSP) e Formacdo de Auto-

anticorpos Anti-HSPs

A aterogénese € um processo complexo, com miltiplos mecanismos
contribuindo para sua iniciagdo e progressio como infec¢des, inflamagio e
autoimunidade (Greaves et al. 2002; Leinonen et al. 2002; Wick 2000; Zhu et al. 2004).
Pesquisas recentes t€m enfatizado o papel da autoimunidade na aterogénese, com HSPs
identificadas como possiveis determinantes autoantigénicos agindo como alvo
imunolégico no processo aterosclerdtico (Pockley, 2002; Xu, 2002). A relagdo entre
hipertensdo, espessamento intimal e aterosclerose da cardtida, em resposta a elevados
titulos de anticorpos anti-HSPs e a demonstragio de que estes anticorpos sdo citotéxicos
para células endoteliais, sugerem que HSPs podem estar envolvidas na génese e
progressdo da aterosclerose (Mandal et al. 2004). Portanto, € importante avaliar o papel
da terapia de reposig¢do hormonal sobre estes fatores.

Além dos diversos estudos demonstrando a agdo do 6xido nitrico sobre o
relaxamento vascular dependente do endotélio e a formagio de produtos altamente
reativos, derivados da sua reagdo com o radical superéxido, estudos in vitro mostram
que a sintese elevada deste radical livre estd diretamente associada 4 expressdo de
proteinas de choque térmico (“Heat Shock Protein™ - HSP) nos diversos tipos celulares
(células endoteliais, musculares lisas € mondcitos/macréfagos) presentes nas lesdes
aterosclerodticas (Hirvonen et al., 1996; Xu, et al., 1997; Malyshev et al., 1996).

Proteinas de estresse ou de choque térmico formam uma familia de cerca de 20
proteinas que apresentam uma elevada homologia entre as espécies (desde as bactérias
até os humanos). Em situagdes de estresse como as infecgdes, a febre, a geragio

aumentada de espécies reativas de oxigénio ou estresse mecinico, 0corre um aumento
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da expressdo destas proteinas, cuja principal fungiio é proteger as células contra as
agressdes do meio ambiente. As HSPs sfo divididas em sub-familias baseadas no peso
molecular (90, 70, 60 kDa e outras pequenas familias), das quais a HSP70 é uma das
mais extensivamente estudadas em células de mamiferos, sendo composta de membros
constitutivos (HSC70 ou HSP73) e indutiveis (HSP70 ou HSP72). Estas proteinas sio
altamente conservadas através da evolugio e desempenham papéis essenciais como
“chaperonas” moleculares sob condi¢des normais e de estresse, por facilitarem o
dobramento de proteinas nascentes, ressolubilizando proteinas agregadas e participando
no redobramento de proteinas desnaturadas (Laszlo et al., 1988; Langer ef al., 1991).
HSPs desempenham um importante papel nas reagdes imunes, em condi¢des normais e
patolégicas, através do envolvimento no processamento e apresentagdo de antigenos e
no enovelamento das imunoglobulinas, além de poder participar na patogénese de
processos autoimunes via reatividade cruzada (Young e Elliott, 1989; Kaufmann, 1990).
Em condi¢des de estresse, as HSPs movem-se do citoplasma para o micleo. Seu efeito
protetor contra lesdo oxidativa pode resultar de uma prote¢do contra lesio do DNA
induzida por oxidantes (Hirvonen, 1996).

O aumento da sintese de “NO estimula a expressdo de HSC70 em macréfagos e
em células musculares lisas (Hirvonen, 1996). As HSPs poderiam desempenhar um
papel no reparo de proteinas desnaturadas modificadas pelo "NO. A liberagdo de "NO da
parede arterial, em resposta ao estresse hemodinmico, pode ser, em parte, responsavel
pela producio da HSP 70 em aortas (Johnson et al., 1995). Similarmente, o aumento da
expressio de HSPs em lesdes aterosclerdticas pode também estar relacionado ao
distirbio da produgio de *NO (Chen er al., 1999; Bellman et al., 2000). A LDL oxidada

pode atuar como um indutor para a expresso da HSP70 € HSC70 (Zhu, et al., 1995;
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Frostegard et al., 1996). Assim, o aumento da expressdo de HSPs dependente de "NO
ou da LDL oxidada, est4 associada com a produg@o inapropriada de *NO.

O aumento da expressdo dessas proteinas por diversas células pode fazer com
que sejam consideradas estranhas pelo sistema imune, sendo, portanto, capazes de
induzir uma reagdo autoimune (Xu et al., 1993). A imunizagfo de coelhos com HSP65
levou a formagdo de lesdes aterosclerdticas , que foram agravadas pela presenga de
hipercolesterolemia (Xu et al., 1992, Afek et al., 2000). Estes autores postularam que a
aterosclerose pode representar, a principio, uma doenga autoimune que se agrava pela
presenga de fatores de risco, tais como as hiperlipidemias, o tabagismo € a hipertenso,
ou seja, fatores associados a uma situagdo de estresse e, portanto, capazes de induzir a
expressdo das proteinas de choque térmico, conforme verificado por Prummel et al.
(1997) e Wick et al. (1995). Neste contexto, fatores que possam modificar a expressio
destas proteinas possivelmente seriam capazes de alterar o desenvolvimento da
aterosclerose.

Anticorpos anti-HSPs estdo presentes na circulagdo de humanos saudaveis, mas
ausentes em animais livres de infecgdes, sugerindo que a indugo de anticorpos anti-
HSPs depende da exposigio a alguns agentes infecciosos (Xu ef al., 1993). Anticorpos
contra HSP60, HSP70 ¢ HSC70 estdo aumentados no soro de pacientes com doengas
cardiovasculares, comparados com os de controles saudaveis (Portig et al., 1997).
Titulos aumentados de anticorpos anti-HSP65 sdo associados com lesdes
aterosclerdticas (Xu et al., 1999). O possivel papel de anticorpos circulantes anti-HSP65
na aterogénese pode envolver uma reagfo autoimune contra células endoteliais que
expressam altos niveis de HSPs devido ao estresse, tais como infecg3es locais e estresse

hemodinimico.
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Portanto, a autoimunidade contra HSPs tem sido proposta como um importante
fator de risco para aterosclerose. Sendo mulheres hipercolesterolémicas na pos-
menopausa um grupo de risco para a doenga cardiovascular, seria importante avaliar a
reatividade de anticorpos anti-HSPs € o possivel efeito da terapia de reposi¢do hormonal

e fitoestrogénios neste grupo.
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1.3. Estrogénio, Menopausa, Terapia de Reposi¢cdo Hormonal e Protecio Vascular

A Organizagdo Mundial de Satde define menopausa como sendo a interrupgéio
das menstruagdes resultante do término da atividade folicular ovariana. A
perimenopausa ou climatério é o periodo em que se iniciam as manifestacdes
endocrinolégicas, biologicas e clinicas imediatamente anteriores & menopausa, e que se
estende até o final do seu primeiro ano. A pds-menopausa é definida como a época que
comega a partir da menopausa, desde que tenha sido observada 12 meses de amenorréia
espontinea. (Sakamoto & Halbe, 1995)

H4 um aumento do risco de doenga cardiovascular na pés-menopausa. Esse
risco, na mulher menopausal, fisiologicamente € trés a quatro vezes maior que na pré-
menopausa (Sakamoto & Halbe, 1995). Em relacdo aos homens, a doenga
cardiovascular ocorre mais tardiamente em mulheres, em parte por causa de diferengas
hormonais. O estrogénio tem um importante papel na manutengdio da saude
cardiovascular na mulher e a interrup¢fo da producg3io ovariana do estrogénio ocorrida
na menopausa aumenta o risco de doenga cardiovascular (Mendelsohn et al., 2002).

Os estrogénios de ocorréncia natural 17B-estradiol (E2), estrona (E1) e estriol
(E3) sdo esterdides de 18 carbonos derivados do colesterol. Apds ligagdo das
lipoproteinas aos seus receptores, o colesterol € captado pelas células esteroidogénicas
para sintese de esteréides. Androstenediona ¢ testosterona sdo precursores obrigatdrios
dos estrogénios. Apds a sintese, principalmente no ovario, o 17 (beta)-estradiol ¢
secretado na corrente sanguinea onde se liga & proteinas de transporte (globulina e
albumina). Estrogénios livres se difundem nos tecidos alvo e exercem seus efeitos
gendmicos € nio gendémicos. O catabolismo enzimatico dos estrogénios gera hidroxi-

estrogénios e metoxiestrogénios (Figura 2, Gruber et al, 2002).
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homologia na regido de ligagdo do horménio (aproximadamente 53%) e nenhuma
homologia no dominio amino terminal. Os ERs sdo ativados por ligantes e também por
fatores de crescimento (Power et al. 1991). Os receptores de estrogénios se distribuem
diferentemente nos tecidos do organismo (figura 4). O ER-B predomina nos rins,
mucosa intestinal, pulmio, medula dssea, ossos, cérebro, células endoteliais e prostata.
Em contraste, endométrio, células de cancer de mama e estroma ovariano contém
principalmente ER-a (Gruber et al., 2002). O efeito protetor dos estrogénios, apds
agressdo vascular, foi inalterado em camundongos “knockout” para ER-a (Iafrati et al.
1997), demonstrando que este receptor nfio é essencial para este efeito. Fémeas de
camundongo nas quais o gene para ER-B foi eliminado, tornaram-se inférteis. Em
constraste, camundongos machos com este mesmo defeito apresentaram hiperplasia
prostatica e menor acimulo de gordura abdominal, mas continuaram férteis (Krege et
al. 1998).

A ativagdio de ERs no figado aumenta a expressio de receptores para
lipoproteinas resultando em diminuig¢iio das concentragdes séricas de LDL (Paganini-
Hill et al. 1996). Os estrogénios reduzem o LDL-colesterol € aumentam o HDL-
colesterol (Kannel et al., 1976). Estrogénios aumentam o fluxo de colesterol da dieta
para o figado através do transporte via quilomicrons e captagdo hepatica dos
remanescentes de quilomicrons. Subsequentemente, o colesterol é transportado para as
células do tecido periférico através da VLDL e LDL, retornando, posteriormente, para o
figado, através do transporte reverso de colesterol via HDL e finalmente € excretado na
bile. Sob a influéncia dos estrogénios ocorrem os seguintes eventos: os triglicerideos
plasmaticos aumentam devido ao aumento da produgio de VLDL; a concentra¢éo de
LDL é reduzida devido ao aumento da expressdo do receptor da LDL e a HDL é
aumentada devido 4 maior secregdo de apolipoproteina A-1 e menor remogio de
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moléculas de adesdo celular (E-seletin, ICAM-1 e VCAM-1) (Koh et al., 1999) ¢ a

formagdo de lesdes aterosclerdticas.
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Figura 5 (Zhu et al, 1999) - Efeitos dos estrogénios e estrogénios/progestégenos no transporte de
lipoproteinas. A linha larga na ilustragdo da esquerda representa um aumento do fluxo de
colesterol do intestino para o figado e entio do figado para os tecidos periféricos e
posteriormente de volta para o figado. Todos os passos sio aumentados pelo efeito do
estrogeno. Estes efeitos incluem a secre¢fio aumentada de VLDL pelo figado, aumentada
remog¢do de remanescentes de VLDL pelo receptor da LDL hiper-regulado e aumentada
remogio de LDL também pelo receptor de LDL. A concentragdo de HDL é aumentada devido
a um aumento da produgio de apo A-1 e a redugdo de lipase hepitica (HTGL), que conduz o
HDL-colesterol do figado de volta para a LDL, facilitada pela proteina transportadora de
ésteres de colesterol (LTP). A direita é mostrado o efeito das progestégenos adicionados a um

estrogénio, que inibe todos os passos hiper-regulados pelo estrégeno.

Varios estudos tém mostrado a a¢io antioxidante dos estrogénios. A adigio de
estrogénios a um sistema de oxidagdo da LDL, induzida por Cu"™ ou por células,
mostrou um aumento da lag phase de oxidagdo da LDL (Zhu er al, 2000).

Adicionalmente, diversos trabalhos tém demonstrado o efeito dos estrogénios
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administrados in vivo sobre a oxidagio da LDL humana (Brussard et al., 1997,
McManus et al., 1997, McKinney et al., 1997).

A vasculatura € reconhecida como um importante alvo da agdo dos estrogénios.
Agdes diretas sobre a parede arterial contribuem potencialmente para o efeito protetor
cardiovascular dos estrogénios (Farhat et al. 1996; Mendelsohn & Karas 1994). A
administragio de estrogénios por periodos prolongados inibe a deposi¢io arterial de
colesterol e o espessamento da intima em macacos e em coelhos alimentados com dieta
aterogénica (Adams et al., 1990). Os efeitos hemodindmicos podem ser mediados, em
parte, pela atividade dos estrogénios sobre a sintese de 6xido nitrico endotelial
(Hishikawa et al., 1995). O 17 B-estradiol pode agir na éxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), modulando o sistema Ca**/calmodulina (Hayashi et al., 1997).

Os estrogénios podem agir na prevengdo da aterosclerose por efeitos diretos e
indiretos sobre o sistema cardiovascular (figura 6). As agdes diretas dos estrogénios
incluem efeitos ndo genémicos rapidos e efeitos a longo prazo, que envolvem mudangas
na expressdo génica. Estima-se que os efeitos diretos dos estrogénios sobre a
vasculatura representem a maioria das suas agOes cardioprotetoras (Shibata et al. 1997).
A vasodilatagdo induzida pelos estrogénios ocorre entre 5 a 20 minutos apos a sua
administragio e nfio depende de mudangas na expressdo génica da eNOS, sendo esta
agio dos estrogénios referida como “ndo gendmica”. A inibig3o da resposta a agress&o
vascular e o efeito preventivo contra a aterosclerose ocorre apds um periodo de horas ou
dias apés o tratamento e sdo dependentes de mudangas na express3o de genes no tecido
vascular; portanto, essas agdes sdo referidas como “gendmicas”. (Mendelsohn 2002)
Células endoteliais e do musculo liso vascular ligam-se aos estrogénios com elevada

afinidade e o receptor alfa tem sido identificado em ambos os tipos de células vasculares

em homens e mulheres. A expressio de ER-o ¢ ER-p em diferentes leitos vasculares
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ainda n3o foi bem caracterizada. Em um estudo com mulheres pré-menopausa,
encontrou-se menor nimero de receptores alfa em mulheres com doenga coronaria
aterosclerdtica, em comparagio dquelas com artérias normais, indicando a importincia
deste receptor para a agdo protetora dos estrogénios (Farhat ef al. 1996; Losordo ef al.
1994). Porém, ambos os receptores so encontrados em células vasculares (Karas ez al.
1999).

Em células endoteliais, ER-a tem sido associado as cavéolas (Mendelsohn,
2002). A agdo rapida dos estrogénios em induzir vasodilatagio n3o requer mudanga na
expressdo génica, mas envolve proteinas que interagem com o receptor, tais como
proteina de choque térmico 90 (HSP90), que também se liga e ativa a eNOS.
Concentragdes fisiolégicas de estrogénios estimulam rapidamente canais de potassio
ativados por calcio, podendo este efeito também contribuir para o relaxamento do
musculo liso vascular (figura 7). Alguns dos efeitos cardioprotetores dos estrogénios
envolvem mudangas na expressdo de genes, mediadas pelos receptores alfa e beta, e
incluem aumento da expressio de genes para enzimas vasodilatadoras, tais como
prostaciclina sintase ¢ eNOS (Mendelsohn, 2002). Estrogénios também aceleram o
crescimento e a reposicio de células endoteliais em resposta a lesdo vascular
(Mendelsohn & Karas 1999). A maioria dos efeitos vasculares indiretos dependentes da
expressdo hepatica de genes especificos, tais como genes das apolipoproteinas, dos
fatores de coagulagiio e enzimas fibrinoliticas, sio mediados pelos receptores de

estrogénios (Mendelsohn, 2002).
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Ha fortes evidéncias de que os estrogénios sio importantes para a cardioprotegio
na pre-menopausa. Desde a ultima metade do século passado, as pesquisas sugeriram
que a reposi¢do dos estrogénios na menopausa poderia prevenir muitas manifestagdes
do envelhecimento, incluindo doengas cardiovasculares, osteoporose ¢ o declinio das
fungSes cognitiva e sexual. Estudos observacionais mostraram menor incidéncia de
doenga cardiaca e melhoria no perfil lipidico, em mulheres pos-menopausa que
recebiam estrogénios (Barrett-Connor ef al. 1998). Mas estas observagdes ndo foram
suportadas por estudos prospectivos e randomizados.

Em 1998, o “Estrogen/progestin Replacement Study” (HERS) surpreendeu
quando encontrou um aumento de eventos cardiovasculares, durante o primeiro ano de
terapia de reposi¢do hormonal, e nenhum beneficio cardiovascular com um
acompanhamento mais prolongado (média de 4,1 anos), quando o tratamento com
estrogénio/progestogeno foi comparado com placebo (Hulley ef al. 1998). Este estudo
também mostrou que a associagdo estrogénio/progestégeno causou aumento da
incidéncia de tromboembolismo venoso comparado ao placebo.

Quatro anos depois, o “Women’s Health Initiative” (WHI) foi interrompido
precocemente (média de 5,2 anos). A associagdo estrogénio/progestégeno causou
aumento do risco de eventos coronarianos, acidente vascular cerebral, cincer de mama e
embolismo pulmonar, além de um aumento de duas vezes na deméncia entre mulheres
com mais de 65 anos (Rossouw et al. 2002). Um outro segmento deste estudo, que
utilizou estrogénio isolado em mulheres histerectomizadas teve continuidade até
fevereiro de 2004 (Anderson et al. 2004). Este segmento verificou aumento no risco de
acidente vascular cerebral, diminui¢io do risco de fraturas de bacia, sem alteragdo da
incidéncia de doenga cardiovascular, apés acompanhamento das pacientes por 6,8 anos.

Um outro estudo denominado ERA (Estrogen Replacement and Atherosclerosis,
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Herrington et al. 2000), envolveu pacientes com estenose coronaria e mostrou que, apds
3,2 anos, a terapia de reposigdo hormonal ndo preveniu a progressdo da aterosclerose.
Estes 3 estudos utilizaram estrogénios conjugados eqiiinos (ECE) por via oral
combinados com acetato de medroxiprogesterona (AMP) nas doses de 0,625 e 2.5
mg/dia.

Os progestogenos sio usados juntamente com os estrogénios na reposigio
hormonal pés-menopausa para balancear o efeito proliferativo dos estrogénios sobre o
endométrio. Portanto, para mulheres com utero se utiliza a associagio de estrégeno com
um progestdgeno e para mulheres que nio mais possuem itero se utiliza o estrégeno
isolado. Entretanto, alguns progestdgenos tém demonstrado atenuar os possiveis
beneficios cardiovasculares do estrogénio. Progestogenos parecem reduzir o efeito
estimulatorio do estrogénio sobre o transporte das lipoproteinas na circulagio sangiiinea.
Especificamente, os progestégenos reduziriam a secre¢do hepatica de VLDL e a
remoc¢io dos remanescentes pelo figado, assim como, a atividade do receptor da LDL,
que esta associada ao aumento do colesterol da LDL. Adicionalmente, os progestogenos
promoveriam redu¢do da HDL, associada com um aumento da atividade da lipase
hepatica (revisado por Zhu et al., 1999). Efeitos anti-estrogénicos dos progestégenos
também tém sido relacionados ao aumento das concentragdes plasmaticas de glicose,
insulina e fibrinogénio (revisado por Zhu et al., 1999) (Figura 5).

Vérios estudos néo indicaram nenhum efeito adverso da progesterona natural em
primatas (Adams ef al., 1990), ou de progestégenos sintéticos em coelhos alimentados
com colesterol (Haarbo et al., 1992; Haarbo et al., 1991). Porém, virios outros estudos
mostram efeitos antiestrogénicos dos progestogenos naturais ou sintéticos (Hanke et al.,
1996; Adams et al., 1997; Adams ef al., 1987). Imthurn et al. (1997) encontraram que

progestégenos anulam o efeito dos estrogénios em aumentar a formagéo de éxidos de
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nitrogénio no plasma. Esta observagio é importante, pois sugere que 0s progestégenos
poderiam anular o possivel efeito dos estrogénios sobre a formagio efou a
biodisponibilidade do "NO. Outros estudos ainda verificaram que os progestégenos
podem inibir o efeito antioxidante dos estrogénios (Zhu et al., 2000; McManus et al.,
1997).

O efeito da associagio de progestogenos e estrogénios sobre a reatividade
vascular também € controverso. O uso de estrogénios meihora significantemente a
reatividade vascular periférica em mulheres pés-menopausa (Al-Khalili et al., 1998,
Williams et al., 1998). Acs et al. (2000) verificaram que o uso de medroxiprogesterona
ndo influencia as propriedades contrateis de pequenas artérias em ratas castradas. A
associa¢do de medroxiprogesterona com estradiol nfio afetou a vasodilatagéio induzida
pelo estrogénio. Em contraste, Williams et al. (1998) verificaram, em estudo com
macacas ooforectomizadas, que a adigdio de acetato de medroxiprogesterona diminuiu o
efeito benéfico do estrogénio em relago a resposta vasodilatadora & acetilcolina.

A manutengio dos efeitos cardioprotetores dos estrogénios pode ser dependente
do tipo de progestégeno, da via ¢ do método de administragdo. De acordo com a
atividade androgénica os progestégenos classificam-se em derivados da 19-
nortestosterona (maior atividade) e os derivados da 17-hidroxiprogesterona (menor
atividade). Os derivados da 19-nortestosterona opdem-se aos efeitos do estrogénio sobre
o metabolismo lipidico, os derivados da 17-hidroxiprogesterona, por sua vez, exercem
nenhum ou minimos efeitos sobre as lipoproteinas (Sacks & Walsh, 1994). Numerosos
estudos em modelos experimentais tém demonstrado que certos progestdgenos, tais
como a progesterona micronizada, podem ser administrados juntamente com a terapia
de reposicio de estrogénios promovendo proteg3o contra a hiperplasia endometrial, sem

afetar significantemente os efeitos benéficos dos estrogénios no perfil lipidico,
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aterosclerose e a reatividade vascular (Wagner, 2000). Porém, a associacio de
estrogénios com progestégenos na terapia de reposicio hormonal ainda merece mais
estudos para verificar os seus efeitos sobre a reatividade vascular e a geragio de éxido
nitrico, assim como, em relagdo a oxidag3o e nitragdo de lipoproteinas.

Os estudos HERS (Hulley et al., 1998), ERA (Herrington et al., 2000) ¢ WHI
(Rossouw ez al. 2002) sugerem que a terapia de reposigdo hormonal nio tem agZo
cardioprotetora, em mulheres pds-menopausa, podendo aumentar o risco de
tromboembolismo e eventos cardiovasculares. Esse efeito inesperado pode ter sido
devido a mutagdes em fatores trombogénicos em um subgrupo de mulheres (Glueck et
al., 2001, Psaty et al., 2001). Estes estudos utilizaram estrogénios conjugados eqiiinos
(ECE) por via oral combinados com acetato de medroxiprogesterona (AMP) nas doses
de 0,625 e 2,5 mg/dia. Estes resultados ndo podem ser extrapolados a outros esquemas
terapéuticos e outras vias de administragdo. Os estudos HERS e ERA foram avaliados
ao nivel de prevengio secundaria de eventos cardiacos e a média de idade para inicio de
terapia de reposicdo hormonal foi muito alta (67 e 65,8 anos, respectivamente) e
também tem sido questionado o uso continuo de AMP. O WHI foi o primeiro estudo
randomizado, controlado por placebo, com o objetivo de avaliar a prevengao primaria
da DAC. O aumento do risco de doenga tromboembolitica observada durante a terapia
de reposi¢io hormonal é principalmente causado por mudangas induzidas pelo
estrogénio em fatores da hemostase que s@o produzidos no figado (Scarabin et al. 2003).
Assim, o efeito cardioprotetor dos estrogénios ainda requer estudos adicionais.

Com estes resultados recentes e impactantes, a terapia de reposi¢do hormonal
tem sido usada com mais cautela nio devendo ser recomendada para prevengdo de

doengas cardiovasculares na mulher pds-menopausa (Ylikorkala, 2004).
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1.4. Fitoestrogénios — uma alternativa de reposigdo hormonal em mulheres pés-

menopausa ?

Pelo fato da exposigdo aos estrogénios induzir proliferagio endometrial,
aumentar o risco de cancer de mama e, mais recentemente verificado, aumentar o risco
de eventos cardiacos agudos, acidente vascular cerebral e tromboembolismo venoso,
tém-se pesquisado alternativas para a terapia de reposi¢do hormonal.

Fitoestrogénios sdo compostos fenélicos de origem vegetal, que possuem
similaridade estrutural com os estrogénios e que, portanto, sdo capazes de se ligar a
receptores de estrogénios. Os principais fitoestrogénios s@o as isoflavonas, lignanas,
lactonas do acido resorcilico e coumestanas, presentes principalmente em vegetais como
soja (Glycine max), trevo vermelho (Triflolium pratense), alcaguz (Glycyrrhiza glabra),
“black cohosh” (Cimicifuga racemosa), dentre outras (Piersen, 2003). No Brasil, uma
fonte importante é a soja que contém as isoflavonas genisteina, daidzeina e gliciteina e
seus glicosideos. Isoflavonas sdo encontradas na soja e no trevo vermelho. Cha verde e
varias leguminosas contém principalmente lignanas que geram enterolactona e
enterodiol por a¢do da flora bacteriana intestinal. (Piersen, 2003)

A descri¢io de um novo receptor estrogénico, ER-B (Kuiper et al., 1996), tem
possibilitado a compreensdio de efeitos seletivos de substincias estruturalmente
relacionadas aos estrogénios. As isoflavonas genisteina, daidzeina e gliciteina (figura 8)
derivadas da soja, se ligam aos receptores estrogénices, provavelmente por suas
similaridades estruturais com estrogénios (figura 9). De acordo com Kuiper et al.
(1998), a afinidade da genisteina ao ER-B € aproximadamente 20 vezes maior que ao

ER-o.. Comparado com o estradiol, a afinidade de ligagdo da genisteina e daidzeina ao

ER-a foi de 4 e 0,1%, respectivamente, e para o ER-B foi de 87 ¢ 0,5% (Kuiper et al.,
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1998). Algumas evidéncias experimentais, obtidas em modelos animais, sugerem que os
fitoestrogénios podem agir como agonistas sob circunstancias de deplegdo de
estrogénios, mas excercem atividade antagonista sob circunstincias de excesso de
estrogénios (Messina et al., 1994). Assim, o efeito das isoflavonas como fitoestrogénios
pode depender tanto da “estrogenicidade do meio” quanto da expressio dos subtipos de
receptores estrogénicos.

O raloxifeno, um modulador seletivo dos receptores de estrogénio (SERM),
parece exercer efeitos agonistas estrogénicos em 0ssos € sistema cardiovascular, embora
exer¢a efeitos antagonistas nos tecidos endometrial e mamaério (Kauffmann et al., 1995;
Hol et al., 1997) (Tabela 1). Os fitoestrogénios parecem ter propriedades semelhantes ao
raloxifeno, sugerindo que poderiam agir como agonistas em ossos € tecido vascular
(Honoré et al., 1997; Nestel et al., 1997). Ha resultados conflitantes com respeito aos
seus efeitos sobre o tecido mamario; alguns estudos tém sugerido efeitos agonistas e
outros, antagonistas (Wang et al., 1996; Adlercreutz, 1995). Um estudo recente,
utilizando macacas pds-menopausa, verificou que 6 meses de terapia com isoflavonas
nio induziu proliferagio, ou qualquer outra mudanga de importancia clinica, no
endométrio e no tecido mamario (Foth et al., 2000).

As isoflavonas sio consideradas substincias potencialmente antioxidantes (Ruiz-
Larrea et al., 1997), inibidoras de crescimento tumoral (Wel et al., 1993) e da agregagdo
plaquetaria (Furman et al., 1994). O potencial biolégico das isoflavonas varia com a
estrutura quimica; em especial, a presenga de grupos hidroxila ligados aos anéis
fendlicos aumentam a atividade antioxidante. A segiiéncia de eficacia antioxidante € a

seguinte: genisteina > genistina > biocanina A > daidzeina (Ruiz-Larrea et al., 1997).

29









primatas fémeas ndo-humanas que consumiram proteina da soja sem isoflavonas,
comparadas aquelas que consumiram proteina da soja contendo isoflavonas. Quando
plaquetas s3o ativadas, ocorre a liberagio de substincias vasoativas, incluindo
serotonina que € um potente vasoconstritor. As isoflavonas inibem a agregacio e
ativagdio plaquetéria e reduzem a liberagio de serotonina das plaquetas, contribuindo
assim para a redugio do vasopasmo e da trombose.

Os efeitos das isoflavonas sobre a vasodilatagio e a formagio de 6xido nitrico
sdo controversos. Estudos in vitro tém demonstrado que a inibi¢io das vias de
transdugdo de sinal, associadas as proteina tirosina quinases, modifica a atividade da
enzima éxido nitrico sintase e, consequentemente, a sintese de dxido nitrico (Redegeld
et al., 1997). A genisteina € um potente inibidor da proteina tirosina quinase (Sargeant
et al., 1993), bloqueando a produgdo de 6xido nitrico em cultura de células (Orlicek er
al., 1996), inibindo a indugdo de iNOS (isoforma induzivel da NOS) por
lipopolissacarideos (LPS) (Ruetten & Thiemermann, 1997; Ruetten et al., 1999) e a
expressdo de proteinas de choque térmico (Buckley et al, 1993; Kiang, 2003). A
genisteina inibe o efeito estimulador da LDL oxidada sobre a fosforilagdo de tirosina em
células endoteliais adrticas de coelhos (Fries et al, 1995) e a fosforilagdo de algumas
proteinas (Kapiotis et af, 1997). A genisteina, mas ndo a daidzeina, preveniu a faléncia
circulatéria, a disfun¢do multipla de orgdos, causada por endotoxina, em ratos € a
indugio de iNOS e cicloxigenase-2 (Ruetten & Thiermann, 1997). A biocanina A
também parece inibir a NOS e a produggio de 6xido nitrico (Hsu et al. 2000). Portanto, €
possivel que a administragdo de isoflavonas, in vivo, possa modular a sintese de dxido
nitrico.

As isoflavonas podem retardar o desenvolvimento da formagdo da placa

aterosclerdtica por inibir a adesdo celular e alterar a atividade de fatores de crescimento,
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como o fator de crescimento derivado de plaquetas, e citocinas que influenciam a
formagéo da lesdo aterosclerdtica. Estes efeitos sio mediados pela inibigsio da tirosina
quinase (Raines et al., 1995). Estudos recentes, realizados em nosso laboratério,
mostram que a ingestdo de isoflavonas da soja pode reduzir a expressio de proteinas de
choque térmico (HSP60, HSP70 e HSC70) e consequentemente a presenga de
autoanticorpos anti-HSP no soro e na aorta de coelhos alimentados com uma dieta
aterogénica, reduzindo assim a reagdo autoimune, a inflamagZo e a formagio de lesdes
ateroscleréticas (Pereira, 2000).

As isoflavonas genisteina, daidzeina e gliciteina podem ser encontradas na
natureza ¢ em produtos processados de soja nas formas glicosiladas (genistina, daidzina
e glicitina, figura 8) e complexadas aos residuos malonil e acetil. Embora a maioria das
isoflavonas presentes na soja e seus produtos esteja na forma glicosidica, estas ndo s@o
detectadas no plasma porque os glicosideos 530 clivados por B-glicosidases produzidas
por bactérias da flora intestinal, tais como, Lactobacilli, Bacterodides e Bifdobactéria
(Xu et al., 1995; Friend et al. 1984), resultando em suas agliconas. Day et al. (1998)
mostraram que homogenatos de células do intestino delgado humano s3o capazes de
hidrolisar os glicosideos das isoflavonas, através das P-glicosidases citosélicas. Este
processo é importante porque as agliconas das isoflavonas séio mais absorvidas que as
suas formas conjugadas (King et al, 1996 e Hutchins et al., 1995). No intestino,
também ocorre a formagio de metabélitos especificos pelas bactérias intestinais. Assim,
a genisteina pode ser convertida a p-etilfenol e 6-hidrolxi-O-desmetilangolesina (6-OH-
0O-DMA) e a daidzeina pode ser convertida ao equol e O-desmetilangolesina (O-DMA)
(Kelly et al., 1993). As agliconas e alguns metabdlitos bacterianos sdo absorvidos no
trato gastrointestinal, sendo conjugados no figado com écido glicurdnico e sulfato

(Griffiths & Barrow, 1972). Esses conjugados, posterioremente, sofrem recirculagao
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entero-hepatica (Joannou et al., 1995). A biodisponibilidade das isoflavonas é maior em
produtos de soja contendo gordura e proteina e a secrecio biliar parece ser importante
para a absorgdo das isoflavonas (Walsh et al. 2003). Os metabdlitos das isoflavonas tém
propriedades diferentes dos seus compostos precursores. O equol tem efeito estrogénico
trés vezes maior que a daidzeina em células de tumor endometrial (Markiewicz et al.,
1993). Estudos ex vivo tém demonstrado que o equol também & um antioxidante mais
potente que a daidzeina (Arora et al., 1998; Wiseman et al., 1998). A excre¢do urinaria
clevada de equol tem sido associada & diminuig8o do risco de cincer de mama (Ingram
et al., 1997).

A gliciteina é uma isoflavona pouco estudada, comparada 3 genisteina e
daidzeina, por ser pouco abundante na maioria dos produtos de soja (5 a 10% do total de
isoflavonas (Song et al. 1999). Porém no gérmem de soja a sua concentra¢io é
significante (até 40%, Song et al, 1999), sendo maior até que a da genisteina. A
gliciteina é uma isoflavona metoxilada. As bactérias intestinais Acetobacterium woodii
(Bache et al., 1981) e Eubacterium limosum (Eggerth et al., 1935) sio capazes de
metabolizar compostos arométicos metoxilados. A O-demetilagdo de isoflavonodides
metoxilados aumenta sua atividade biolégica antioxidante e estrogénica (Hur ef al.,
2000). O produto da O-demetilagio da gliciteina é a 6,7,4’-trihidroxi-isoflavona (Hur et
al., 2000). Poucos estudos avaliaram a atividade estrogénica da gliciteina (Song et al.,
1999, Kinjo et al. 2004). Song et al. encontraram que o uso de gliciteina em ratas
aumentou o peso uterino em 150% enquanto genisteina em 50%, mas a afinidade de
ligagio da gliciteina ao ER foi menor que da genisteina in vitro. Ja Kinjo et al.
encontraram uma fraca atividade estrogénica da gliciteina em diferentes ensaios, mas
uma maior atividade em alguns de seus metabdlitos. S0 necessarios mais estudos

avaliando as propriedades desta isoflavona.
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Todos esses estudos sugerem que as isoflavonas poderiam representar uma boa
alternativa para a terapia de reposi¢io hormonal em mulheres pds-menopausa.
Entretanto, extrapolagdes de dados obtidos em cultura de células € em experimentos
com animais s3o questiondveis. O papel dos fitoestrogénios como agonistas e
antagonistas dos estrogénios sintéticos e naturais necessita ser investigado em um maior
nimero de estudos em humanos.

Portanto, com o objetivo de contribuir para a elucidagdo dos efeitos dos
fitoestrogénios em mulheres p(’)s—menopausé hipercolesterolémicas, nos propomos
estudar o efeito das isoflavonas da soja sobre os a formagio dos produtos derivados do
oxido nitrico, da oxidagdo do colesterol, da LDL", dos anticorpos anti-proteinas de
choque térmico e sobre a reatividade vascular em mulheres pdés-menopausa
hipercolesterolémicas com hipertensdo arterial e comparé-los aos efeitos da terapia de
reposi¢do hormonal com 17-B estradiol isolado ou associado com acetato de
noretisterona. Devido ao alto teor de isoflavonas no gérmen da soja, utilizou-se essa
parte do grio como fonte de fitoestrogénios. O gérmen da soja contém
aproximadamente 11,2 mg/g de daidzeina e 3 mg/g de genisteina e 9 mg/g de gliciteina,,
em comparagio a farinha de soja que contém 1,7 mg/g de daidzeina, 1,6 mg/g de
genisteina e 0,1 mg/g de gliciteina (Murphy et al., 2002). Portanto, o gérmen de soja foi
escolhido por ser uma fonte natural e rica de isoflavonas que ndo passa por nenhum
processo de extragio e est4 associado a proteina da soja, sendo mais biodisponivel que

os extratos de isoflavonas encontrados comercialmente.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi verificar o efeito dos fitoestrogénios da

soja, do 17-p estradiol e da sua associagdo com acetato de noretisterona sobre a

formagdo de produtos derivados do 6xido nitrico, oxidagio de lipoproteinas, formagio

de anticorpos anti-proteinas de choque térmico e reatividade vascular em mulheres pos-

menopausa hipercolesterol&émicas com hipertensio arterial € comparar os resultados das

terapias propostas.

2.1. Objetivos Especificos

Determinar o efeito dos fitoestrogénios da soja, do 17-f estradiol e da sua

associagdo com acetato de noretisterona sobre:

a)

b)

d)

e)

g)

h)

i)

k)

As concentragdes de colesterol plasmatico total, LDL-colesterol ¢ HDL-colesterol e
triglicerideos no plasma;

As concentracdes plasmaticas de apoAl e apoB.

A formaciio de 6xido nitrico, através da determinagdo de nitrito + nitrato (NOx) e S-
nitrosotidis no plasma;

A formagdo de nitrotirosina no plasma;

A concentracbes de tidis (metionina, glutationa, cisteina, homocisteina)

A formacdo da fragio oxidada (LDL’) da lipoproteina de baixa densidade;

A formagio de 6xidos de colesterol no plasma;

A formagio de autoanticorpos anti-HSP60, HSP70 e HSC70;

A concentragio plasmatica de isoflavonas

A concentragdo plasmatica de estradiol

A reatividade vascular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Pacientes, Medicagao e Suplementacio

O estudo foi submetido e aprovado nos comités de ética da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo e do Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia. As participantes assinaram o consentimento pés-informado no inicio do
estudo.

Foram avaliadas e triadas no Ambulatério da Segio Médica de Dislipidemias do
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia 82 mulheres pés-menopausa. Todas eram
portadoras de hipertensdo arterial leve a moderada, controlada com dieta hipossédica
e/ou uso de medicamentos anti-hipertensivos. Apresentavam hipercolesterolemia
associada ou n@o a hipertrigliceridemia. Todas receberam, inicialmente, orientagio
dietética por nutricionista com a finalidade de reduzir a colesterolemia. Para as
participantes que, apds periodo de quatro semanas de dieta regular, mantiveram as
concentragdes de LDL-colesterol acima de 130 mg/dl (n=70), foi introduzido placebo
por quatro semanas. Apds esse periodo permaneceram 66 mulheres com LDL-colesterol
maior que 130 mg/dl.

As mulheres foram, de forma randémica, ja estabelecida no inicio do estudo, por
programa informatizado, distribuidas em 3 grupos grupos distintos de tratamento (22
mulheres por grupo): isoflavonas (4 cipsulas de 500 mg de gérmen de soja contendo
36,6 mg de isoflavonas — grupo I), 17-B estradiol (2 mg — grupo E) ¢ 17-B estradiol (2
mg) + acetato de noretisterona (1 mg), grupo E+P. O estudo teve duragdo de 12

semanas. Foram mantidas as recomendagdes alimentares iniciais durante todo o estudo

para todas as mulheres.
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No periodo inicial (semana 0), periodo de dieta (semana 4), periodo placebo
(semana 8) ¢ periodo com medicamento ativo (semanas 12, 16 e 20) as pacientes foram
submetidas a avaliag@o de aderéncia ao tratamento, controles clinico (anamnese e exame
fisico) e dosagens de glicose, acido Wrico, creatinina, uréia, potassio, colesterol total,
triglicérides, HDL-colesterol e LDL-colesterol, provas hepaticas (aspartato amino
transferase (AST), alanina amino transferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-
glutaril transferase (y-GT), bilirubina total e frages), creatinoquinase (CK),
hemograma e urina tipo I. Além disso, metade das pacientes de cada subgrupo,
escolhidas por sorteio, foram submetidas a medig@o da reatividade vascular no final do
periodo de placebo (8 semanas) e ao término do periodo de medicamento ativo (20
semanas).

O suplemento de isoflavonas foi fornecido pela "IsoSoy®", cépsulas de 500 mg
de gémen de soja contendo 7,4 mg de isoflavonas (agliconas), cada. O 17-f estradiol € o

acetato de noretisterona e os placebos foram fornecidos pela "Medley®".

Composigo do gérmen de soja:

Nutrientes 4 capsulas (2 g)
valor calérico(Kcal) 8,0
carboidratos(g) 0,7
proteinas(g) 0,9
gorduras totais (g) 0,3

fibra alimentar(g) 0,1
calcio(mg) 1,4
ferro(mg) 0,2
vitamina E(mg) 0,06
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3.1.1. Critérios de Inclusido

1- Mulheres com menopausa natural (auséncia de menstruagio ha pelo menos
um ano)

2- Sem disting%o de raga

3- Idade igual ou maior a 50 anos € menor ou igual a 65 anos

4- Concentragio de LDL-colesterol maior que 130 mg/dl e de triglicérides

inferior a 400 mg/dl no periodo da randomizagio

5- Portadoras de hipertensdo arterial leve a moderada controlada com dieta
hipossddica e/ou terapia farmacoldgica. (pressdo sistolica < 139 mmHg e pressdo
diastélica < 89 mmHg) |

6- Nao fumantes ou ex-fumantes (ha mais de um ano)

3.1.2. Critérios de Exclusio

Os critérios de exclusiio estdo relacionados com as indicagSes ou contra-

indicagdes absolutas para o uso de estrogénio e progestogeno.

1- Pré-menopausadas.

2- Menopausa cirirgica, com ou sem conservacio de anexos.

3- Portadoras de doenca aterosclerética manifesta em qualquer territorio
vascular.

4- Antecedentes de intolerincia ou hipersensibilidade ao uso da terapia de

reposi¢ao hormonal ou a soja e produtos de soja.
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5- Antecedentes de reposigdo hormonal oral, parenteral, vaginal ou transdérmica
nos trés Gltimos meses da visita inicial ou uso de qualquer inibidor da 3-hidroxi 3-metil-

glutaril coenzima A redutase e/ou fibratos nas oito tltimas semanas.

6- Histéria de cancer de mama ou mamografia com achado sugestivo de cancer
de mama.
7- Antecedente de cancer de endométrio, sangramento uterine anormal,

hiperplasia endometrial.

8- Histéna de embolia pulmonar ou trombose venosa.

9- Portadoras de dislipidemia secundéria a diabetes melito, hipotiroidismo,
hepatopatia, insuficiéncia renal cronica, sindrome nefrética, ictericia obstrutiva e
alcoolismo ou a medicamentos (diuréticos, betabloqueadores destituidos de atividade

simpaticomimética intrinseca, corticosteréides e anabolizantes).

10- Mulheres que apresentassem concentragdes séricas de triglicérides maior que
400 mg/dl.
11- Portadoras de hipertensdo arterial nfo controlada. (pressdo arterial sistolica >

140 mmHg e pressdo arterial diastélica > 90 mmHg, em mulheres sob dieta hipossédica

regular e/ou uso de terapia farmacolégica).

12- Consumo de alcool e/ou tabagismo.

13- Elevagio da ALT efou AST acima de 1,5 vez o limite superior da
normalidade.

14- Elevagio da CK acima de trés vezes o limite superior da normalidade.

15- Pacientes que estivessem participando de outro estudo.

Pacientes cuja aderéncia ao tratamento na fase de placebo (antes da randomizag@do)

tenha sido inferior a 80%.
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3.1.3. Critérios de Interrup¢io do Estudo

Foram excluidas do estudo todas as pacientes que:

1- Nio desejassem mais participar.

2- Foram hospitalizadas e, neste caso, a causa principal da internag%o deveria ser
informada.

3- Apresentassem elevagfo das concentragdes séricas de ALT e/ou AST ou da

CK trés ou dez vezes acima do limite superior da normalidade, respectivamente.

4- Manifestassem efeitos adversos graves: risco de vida ou necessidade de

hospitalizagdo.

3.2. Local De Realizacio Das Varias Etapas

A padronizagdo, validagdo e analise das amostras foram realizadas no
laboratorio de Bioquimica Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S3o Paulo, no bloco 17. A coleta das amostras foi realizada como
descrito no protocolo incluso no item "Materiais e Métodos", em pacientes do
Ambulatério de Lipoproteinas do Instituto Dante Pazzanese, sob supervisio do Dr.
André Arpad Faludi e Dr Marcelo Chiara Bertolami. O exame de reatividade vascular

foi realizado no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia pelo Dr Mohamed Saleh.
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3.3. Analises Laboratoriais:

1) Coleta de Sangue

O sangue foi coletado apés jejum de 12 a 15 horas em tubos seco (para a analise
do perfil lipidico e anticorpos anti-HSP), contendo EDTA (para as anilise de
nitrotirosina, tidéis, LDL-, dxidos de colesterol, isoflavonas e estradiol), contendo
heparina (para as analise de NOx e S-nitrosotidis) e o plasma foi separado e armazenado
em tubos contendo antioxidante (butil hidroxitolueno, BHT 20 uM) e os inibidores de
proteases aprotinina (2pg/ml), fenil-metil-sulfonil fluoreto, PMSF (ImM) e
benzamidina (2 mM). Uma aliquota do soro colhido em tubo seco foi armazenado com
glicerol (1:1) para as anilises dos anticorpos. Todas as amostras foram aliquotadas e

armazenadas a -70° C até as analises.

2) Determinaciio de Lipideos e Apolipoproteinas

As determinagdes de colesterol plasmatico total, HDL-colesterol e triglicerideos,
apo Al e Apo B foram realizadas por métodos enzimaticos automatizados e LDL-

colesterol foi calculada pela férmula de Friedwald (Fiedwald, 1972).

3) Determinagéo dos derivados de 6xido nitrico (NOx) e S-nitrosotidis

A concentragio de nitrato no plasma foi determinada pelo analisador de "NO
(NOA™28  gievers INC., USA). O plasma foi desproteinizado previamente em etanol

gelado (1:2, v/v), deixado em repouso por 30 minutos a 0 °C e centrifugado a 10.000 g
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por 10 minutos. Uma aliquota de 10 ul. do sobrenadante foi injetada no analisador de
*NO (NOA™% No NOA™20 4 nitrato plasmético é reduzido a *NO com vanadio

(1) a 90°C, e 0 "NO formado ¢ detectado por quimiluminescéncia em fase gasosa, apds

reagdo com 0zdnio:

2NOy + 3V*? + 2H,0 — 2°NO + 3VO," + 4H*
*NO + O; —» NO* + O,

NO;* —p NO; + hv

A intensidade da quimiluminescéncia é medida em mV e relacionada com uma
curva de calibragdo com concentragdes de nitrato de sédio variando de 2 a 100 uM.

A determinagdo de S-nitrosotidis totais foi feita de acordo com (Marley et al.
2000; Marley et al. 2001), com modificagdes. Aliquotas de 500 pL de plasma,
previamente preparado, foram injetadas em duplicata na cela do analisador de *NO
MNOA™?% contendo 16 mL de acido acético glacial, 4 mL de KI 50 mg/mL, 1000 pL
de decanol (agente anti-espuma) e 400 pL de CuSQ4 200 mM (esta solugédo foi trocada
para cada 8 injegBes). A curva de calibragdo foi feita & partir de S-nitrosoalbumina,

sintetizada de acordo com Marley et al. 2001.

4) Determinago de Nitrotirosina

A concentragio de nitrotirosina foi determinada no plasma por ELISA
competitivo. As placas foram sensibilizadas com 0,5 pug/mL de albumina nitrada

(ALBNO, 100 pL, concentragio aproximada de nitrotirosina de 40 a 60 uM) diluida em



tampéo carbonato-bicarbonato 0,1 M em pH 9,4 a 37°C, overnight. Apos lavagem com
200 pL de tampdo TBS (TRIS-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) contendo Tween 20
(0,05%), incubou-se as placas por duas horas a 37°C com 200 pL/pogo de tampao TBS
contendo 0,005% de tween 20 ¢ 5 % de leite desnatado. Apés nova lavagem, as placas
foram incubadas com 100 pl/ pogo do anticorpo policlona) anti-nitrotirosina (Upstate®
biotechnology, diluido 1:1000 em TBS contendo 0,5% de leite desnatado e 0,005% de
tween 20 — tamp@o de diluigdo) mais 100 uL da amostra (as amostras de plasma e a
albumina nitrada utilizada na curva de calibragdo foram diluidas 1:4 em tampio de
diluigdo) por duas horas a 37°C. As placas foram novamente lavadas e incubadas com
100 pL/pogo de conjugado (IgG anti-coelho produzido em camundongo conjugado com
peroxidase, Stressgen Biotechnologies Corp., diluide 1:2000 em TBS tampio de
diluigao) por 1 hora, a 37°C. Apos lavagem, adicionou-se 100uL/pogo de uma solugio
de isoluminol (2,3 mM) e p-iodofenol (0,9 mM) em tampdo tris-HCI pH 8,5 contendo
0,25 uL/mL de H;0, 30% (adicionado antes do uso). A leitura da quimiluminescéncia
produzida foi realizada imediatamente, utilizando-se uma leitora de placas de ELISA
para quimiluminecéncia (LumiCount, Packard, Meriden, USA). A concentragdo de
nitrotirosina nas amostras foi estimada pela curva de calibragdo realizada com a
nitroalbumina e expressa como equivalentes de nitro-ALB. As amostras e a curva de

calibra¢3o foram realizadas em triplicata.

5) Determinagio de Tidis

Os tibis foram determinados pela técnica de eletroforese capilar acoplada a

detecio por fluorescéncia induzida a laser (HPE-LIF) de acordo com (Vecchione et al.
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1999), com modificagGes. O sangue foi coletado com EDTA (1 mg/ml) e centrifugado a
1000g por 10 minutos a 4°C para a obtengiio do plasma. Em 200 pL de plasma
adicionou-se 2 pL de padrdo interno (1 mM n-(2-mercaptopropionil)-glicine) e 20 pL
de tri-n-butilfosfina 10% (v/v em dimetilformamide). Homogeneizou-se a preparagio e
incubou-se por 30 minutos a 4 °C. A seguir, adicionou-se 200 pL de é&cido
tricloroacético 10% contendo 1mM de EDTA dissédico. Homogeneizou-se
vigorosamente e centrifugou-se as amostras a 13000 x g por S minutos a 4 °C. A 100
nL do sobrenadante, acrescentou-se 100 uL de tampio fosfato 0,5M e ajustou-se o pH
para 7,5 com Na3;PO, IM. O derivatizador (5-bromometilfluoresceina) foi adicionado as
amostras em um excesso molar de 5 a 10 vezes, incubando-se as preparagdes por 15
minutos a 60 °C. Apds a derivatizagdo, diluiu-se as amostras 1/10 (20 pL do
derivatizado em 180 pL de tampdo fosfato 0,25 M pH 7,6), injetando-as com uma
pressdo de 0,5 psi por 1,5 segundo em um capilar de 67 cm, 75 pm de didmetro interno.
A corrida eletroforética foi realizada a 25° C, em 30 kV e polaridade positiva na
inje¢do. O detector de fluorescéncia induzida por laser operou em 488 nm (excitagio) e

520 nm (emissdo). A cada corrida o capilar foi lavado com NaOH 1M.

6) Determinagdo de LDL"

Obtencgdo de LDL,” por HPLC

O isolamento da LDL- foi realizada por HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) - Shimadzu, utilizando o software CLASS-LC10 e detector SPD-MIOA, ¢
uma coluna de troca iénica Mono Q 5/50 (Amershan Biosciences) com injetor manual.

O fluxo utilizado foi de 1mL/ min. Gradiente linear A, TRIS 20mM,pH 7,8; B, TRIS
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20mM e NaCl 1M, ph 7,8. Fase B em A 0% em 2min, de 0 % a 22% em 0,10min, B
permaneceu em 22 % por 10min.,de 22% a 28% em 0,10 min., B permaneceu em 28%
em 9min.,de 28% a 38% em 0,10min., B permaneceu em 38% por Smin., de 38% a
100% em 2min., B permaneceu a 100 % em Smin., de 100 % a 0% em 0,10min.,

permancendo em 0% em 9 minutos até 40minutos finais. A separagio de LDL' foi

monitorada em 280nm.

Anticorpo

O anticorpo monoclonal anti-LDL" (IgG) foi produzido em nosso laboratério

(Damasceno et al. 2002).

Biotililacdo do Anticorpo

O anticorpo anti-LDL" foi dialisado em tampZo borato de sédio 0,1 M pH 8,8
para remogdo da azida 1 mg de biotina (D-biotinoyl-e-aminocaproic acid-N-
hydroxysuccinimide ester, CjoH3oN4OsS, Roche®) foi dissolvida em 100 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO). Adicionou-se 250 ug de biotina para cada mg de anticorpo
que deve estar na faixa de concentragio de 1 a 3 mg/mL e incubou-se a temperatura
ambiente por 4 horas. Apds este tempo foi adicionado cloreto de aménio 1M (20 uL /
250 ug de biotina) e incubou-se por mais 10 minutos. O anticorpo foi dialisado em PBS

pH 7,4 e aliquotado.

ELISA

A concentragio de LDL™ foi determinada no plasma por ELISA sanduiche.
Foram utilizadas placas brancas (Fluoronunc, Maxi Sorp NUNC, Roskilde). As placas

foram sensibilizadas com 1 pg/pogo de anticorpo monoclonal (mAb) anti-LDL" (50 uL,
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diluido em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1 M em pH 9,4 a 4°C, overnight. Apés
lavagem com 300 pL de tampdo TBS (TRIS-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4)
contendo Tween 20 (0.05%) por 4 vezes, as placas foram bloqueadas por duas horas a
37°C com 250 pL/pogo de tampdo TBS contendo caseina 0,25 %. Ap6s nova lavagem,
as placas foram incubadas com 50 pL/ pogo de amostra (plasma (EDTA) diluido 1:2 em
caseina 0,025% e Tween 20 0,005% em TBS (solugdo de diluigio) por duas horas a
37°C. As placas foram novamente lavadas e incubadas com 50 uL/pogo do anticorpo
anti-LDL-  biotinilado (1:1000, 1,2 ug/mL) por duas horas a 37°C. Adicionou-se
Streptavidina conjugada com peroxidase (Stressgen Biotechnologies Corp., diluida
1:1000 em solugdo de diluigdo) por 1 hora, a 37°C. Ap0s lavagem, adicionou-se Tris-
HCI 0,1M pH 8.5 contendo luminol (2,3 mM), p-iodofenol (0,9 mM) e peréxido de
hidrogénio (0,25 ulL de H;O; 30% /mL de solugdo) (50uL/pogo). A leitura da
quimiluminescéncia produzida foi realizada imediatamente, utilizando-se uma leitora de
placas de ELISA para quimiluminecéncia (LumiCount, Packard, Meriden, USA). A
concentra¢io de LDL- nas amostras foi estimada pela curva de calibragéo realizada

com LDL-. As amostras e a curva de calibragfo foram realizadas em triplicata.

7) Determinagdo de éxidos de colesterol

A fragdo lipidica do plasma (1000 uL) foi extraida em cloroférmio e metanol
(1:2 v/v) contendo 100p1 de Sa-colestano (200 ng/ul), adicionado a cada amostra como
padrio interno. O extrato lipidico foi evaporado sob corrente de nitrogénio e o residuo
foi redissolvido em 1,0 ml tolueno : acetato de etila (1:1 v/v). A fragdo lipidica neutra
(triglicerideos, colesterol e 6xidos de colesterol) e a fragdo lipidica polar (fosfolipideos)

foram isoladas por eluigio sequencial através de uma coluna para extragdo em fase
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s6lida (Waters Diol columns) com tolueno:acetato de etila, seguido por metanol. A
fragdo lipidica neutra foi submetida & saponificagio alcalina e metilagdo com
diazometano etéreo. As amostras foram derivatizadas a trimetilsilil (TMS) usando 100
uL de dimetil-formamida e 100 uL de N,O-bis (trimetilsilil) triffuoroacetamida
(BSTFA) (1:1). Os tubos foram selados, purgados com nitrogénio, aquecidos a 80°C por
20 min e a solugdo foi entdo transferida para um vial. Uma aliquota de 1ul foi injetada
no cromatografo a gas (CG 6890-Plus — Hewlett Packard), acoplado a uma coluna DB-1
(30 m de comprimento, 0,32mm D.I., 0,25 um de espessura do preenchimento; Hewlett
Packard) e operada com splif ratio de 1:5. Utilizou-se hidrogénio como gas carreador a
um fluxo de 5 ml/min. A temperatura de injeg@o foi de 290°C ¢ a temperatura inicial da
coluna igual a 260°C. A corrida cromatografica foi programada para a temperatura
inicial por 2 min seguida por uma rampa de 5°C/min até 290°C. A temperatura do
detector de ioniza¢do de chama foi de 300°C. Os padrdes usados foram: 5-cholestene-
3B,7a-diol (7a-OH), S-cholestene-3B,7B-diol (78-OH), cholestan-5a,6a-epoxy-3§3-ol
(a-epox), cholestan-5p,6B-epoxy-3p-ol (B-epox), cholestan-3p,5c,6B-triol (CT), 5-
cholesten-3B-ol-7-one (7-Keto), e S-cholesten-3,25-diol (25-OH). O 7-keto e ¢ 25-OH
apresentam o mesmo tempo de retengdio e foram quantificados como uma somatoria,

usando-se como padro uma solugfo de concentragio equimolar de cada um deles.

8) Determinagio de Anticorpos Anti-proteinas de Choque Térmico

A detecgdo de auto-anticorpos anti-proteinas de choque térmico foi realizada

através do ensaio ELISA descrito por Xu et al. (1993), com as seguintes modificagdes:
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. Foram utilizadas placas de 96 pogos (Costar). Os pogos foram sensibilizados com
lpug/mL de HSP60, HSP70 ou HSC70 (StressGen Biotechnologies, Victoria, BC)
em 100 uL de PBS, pH 7,2 por pogo a 4°C ovemight ¢ entfio lavados com PBS
contendo 0,05% Tween 20. O bloqueio foi feito com leite desnatado 1% em PBS
por 2 h a 4°C.

. Foi feita a incubagio 4 temperatura ambiente por 1 h com 100 pL de soro diluido
1:10 a 1:10.000 em PBS contendo 0,1% de leite desnatado e entdio os pogos foram
lavados com PBS-Tween.

. Em cada pogo da placa adicionou-se 100 puL de Imunoglobulina (IgG) anti-coelho
conjugada com peroxidase (StressGen 1:2.000), diluida em PBS contendo 0,1% de
leite desnatado, por 1 h a temperatura ambiente; apds este tempo, realizaram-se 4
lavagens com PBS-Tween.

. Ao final, foi adicionado 100 uL de Tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 4,2, contendo
0,53 mg/mL de 2,2 azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonico), €, em seguida,
0,025% de H,O; 30 volumes.

. A leitura foi feita depois de 30 min a 405 nm.

Os resultados foram expressos como o tltimo titulo reativo (absorbancia minima de

0,2 acima do branco) multiplicado pela absobancia encontrada.

9) Determinagio de Isoflavonas (Pereira et al., 2002)

Gérmen de soja

A extragio de isoflavonas do gérmen de soja foi realizada na proporgdo de 1:10

(m/v) em etanol 90%. A mistura foi deixada em banho de ultrasom por 10 min e

posteriormente agitada por 2 horas. O sobrenadante foi separado por centrifugagio a

3000 rpm por 10 minutos e reservado. Foi feita uma nova extragdo do residuo por 1
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hora na proporgio de 1:5. Os sobrenadante foram reunidos e o extrato resultante foi
submetido a hidrélise em HCl 1M (concentrago final) por 30 minutos em banho
fervente (para hidrélise dos glicosideos de isoflavonas), filtrado em 0,22 um, Seco em

corrente de nitrogénio e ressuspendido em 1 mL de etanol 90%, filtrado novamente e

uma aliquota de 20 uL foi injetada no HPLC.

Plasma

A extragdo de isoflavonas no plasma foi feita de acordo com Pereira et al.
(2002). Incubou-se 2 mL de plasma, 4 mL de acetato de aménio 0,2 M, pH 4,6 e 100 ne
de glicuronidase-sulfatase (4,2 unidades/mL, Sigma S-9751) com Biocanina como
padrdo interno suficiente para uma concentragio final de 20 uM a 37°C, overnight.
Apos este tempo, solugdo resultante foi aplicada a mini-coluna para extragdio em fase
sélida (Varian-Bond Elut LRC C18 - 200 mg/10 mL, ref.1211-3024). A coluna foi
lavada com agua gelada (10 mL) e as isoflavonas foram eluidas em etanol 90 % (4 mL).
O extrato purificado foi seco em corrente de nitrogénio e o residuo foi ressuspendido em
200 pL de etanol 90%. A solugdo resultante foi filtrada em filtro 0,22 um e uma

aliquota de 50 pL foi analisada por CLAE.

Anilise das Isoflavonas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Todas as analises de isoflavonas foram realizadas por CLAE, utilizando-se
cromatografo Shimadzu CBM-10A, operando com 2 bombas LC-10AD, injetor
automatico SIL-10A, detector fotodiodo SPD-M10A e o Software Class LC10. Foi
utilizada a metodologia de Franke et al. (1998) com modificagdes. Utilizou-se coluna de
fase reversa Hypersil ODS Spm (250 x 4,6 mm; Supelco Co) com fluxo da fase moével

de 0,8 mL/min. Utilizou-se gradiente linear composto por: A, 4cido acético em agua
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(10:90, v/v); B, metanol-acetonitrila-diclorometano (10:5:1, v/v); B em A (em volume)
a 10% por 5 min, de 10% a 45% em 10 min, de 45% a 70% em 20 min e de 70% a 10%
em 2 min, permanecendo nessa concentragio por 3 minutos antes da préxima injego.
Os padrdes de genisteina, genistina, daidzeina, daidzina, equol e biocanina A foram
adquiridos da Endofine Chemical Co., USA. A absorgdo das isoflavonas foi monitorada

em 254 nm e a do equol, em 280 nm. As isoflavonas foram identificadas pelo tempo de

retengio ¢ pelo espetro.

10) Determinag3o de estradiol

A determinag3o da concentragdo de estradiol foi realizada utilizando-se o kit

IMx® System Estradiol da Abbott Laboratories.

3.4. Medida da reatividade vascular da artéria braquial ¢ do complexo intima-

medial das artérias carotidas

O estudo ultra-sonagrafico da artéria braquial foi realizado na Segio de
Ecocardiografia do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, com a mulher posicionada
em decubito dorsal, em sala com temperatura mantida em 22° C., Com a finalidade de
estabilizar os pardmetros a serem medidos, as mulheres permaneceram inicialmente em
repouso por dez minutos. A avaliagdo da resposta a hiperemia reativa foi realizada na
artéria braquial do membro superior esquerdo (MSE), cinco minutos apés a insuflagéo
com manguito de esfigmomandmetro, a 250 mmHg e deflagdo rapida. Posicionou-se o

transdutor de ultrassonagrafia aproximadamente a cinco cm acima da prega antecubital.
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Apés liberagdo da compressiio, mediu-se o fluxo nos quinze primeiros segundos e o
diametro, nos 30 segundos subseqiientes.

Os didmetros foram avaliados pela ultrassonagrafia vascular bidimensional,
utilizando-se transdutor linear eletrénico de alta resolugio e de banda larga (7 a 10
mHz), na artéria braquial, posicionando-o um a trés cm proximalmente a prega cutinea
antecubital, com o MSE na altura do coragdo. Escolheu-se um segmento localizado,
quatro a cinco centimetros proximalmente a bifurcagdo da artéria do cotovelo, com a
finalidade de garantir imagens do segmento arterial reto.

Todos os estudos e a analise dos mesmos foram realizadas por um tnico
observador, por meio de imagens registradas em fitas de video cassete. Além das
medidas realizadas no momento do exame, outras duas medidas foram feitas apds
digitalizagdio das imagens de video pelo sistema de analise “color-vue” ® da marca
Microsonic®. O observador delineou as paredes proximal e distal, e determinou o
diametro diast6lico pela média de trés medidas consecutivas.

A velocidade do fluxo sistolico da artéria braquial foi obtida pelo
posicionamento do volume de amostra do Doppler, posicionado no centro da luz da
artéria braquial, a partir da imagem bidimensional, corrigindo-se o angulo entre o fluxo
e o feixe de ultra-som. Foi calculado o didmetro, por meio da média aritmética das trés
medidas (figura 10) e as velocidades de fluxo maximo e médio da artéria braquial.

As medidas da velocidade do fluxo e do didmetro da artéria braquial (figura 11)
foram realizadas quinze minutos apds 0 repouso, cinco minutos apds a indugdo da
isquemia (leitura imediata e com 15 e 90 segundos), dez minutos apos (leitura tardia) e,

finalmente, cinco minutos apds o uso de isordil sub-lingual.
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3.5. Analise estatistica

Os dados s3o apresentados como média + erro padrdo. A comparagio entre as
medidas Placebo e Tratamento foi feita considerando os grupos envolvidos através da
técnica estatistica de Andlise de varidncia com medidas repetidas (NETER, 1996) e
complementada, quando necessério, com as multiplas de Bonferroni (NETER, 1996). A
comparagdo das diferencas entre as medidas Placebo e Tratamento, considerando os
grupos foi feita através da analise de variancia com um fator fixo e das comparagio de
Bonferroni. (NETER, 1996). O software estatistico utilizado para esta andlise foi SPSS
versdo 10.0. Os resultados da reatividade vascular foram confirmados utilizando o teste
t de Student pareado e o programa Oringin 5.0. As correlagdes lineares foram feitas
utilizando-se o programa SigmaStat 1.0, através da estimagdio do coeficiente de

correlagdo linear de Pearson. O nivel de significincia (p) adotado foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

Concluiram o estudo 20 pacientes do grupo I, 17 pacientes do grupo E e 18
pacientes do grupo E+P.

No nosso estudo utilizou-se uma dose total de isoflavonas de 60 mg (conforme
laudo do fornecedor do produto). Entretanto, apés andlise realizada em nosso
laboratério, a dose real encontrada foi de 36,64 mg de isoflavona total, sendo que as
agliconas (ap6s hidrélise) foram encontradas nas seguintes concentra¢des: daidzeina
10,48 mg, genisteina 4,52 mg e gliciteina 21,64 mg.

A tabela 2 mostra as principais caracteristicas iniciais dos grupos estudados.

Tabela 2 — Carcteristicas iniciais de idade, tempo de menopausa, indice de massa corporal (IMC) dos

grupos estudados.

Caracteristicas/Grupo I (n=20) E (n=17) E + P (n=18)
Idade (anos) 56,9 57,3 57,2
Tempo de Menopausa (anos) 8,3 8,8 7.1
IMC ’ 25,9 30,8 26,8

A figura 12 mostra as concentragdes plasmaticas das isoflavonas das mulheres
do grupo I, apés o uso de gérmen de soja por 3 meses. Isoflavonas nio foram
detectadas com o usc do placebo ou dos outros tratamentos. A figura 13 mostra as
concentragdes de estradiol dos 3 grupos estudados. Verifica-se que somente 0s grupos
tratados com 17B-estradiol tiveram as concentragGes plasmaticas de estradiol

aumentadas. O uso de isoflavonas nio alterou as concentragdes plasmaticas de estradiol.
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Tabela 3 — Coeficientes de correlag#o (r) e valor de p entre algumas variaveis.

R/P NOX |7a~0H |78-0OH | a- TRIOL | 25- TOTAL
EPOXI |EPOXI OH/7CETO CoxX
Apo B 0,3/
0,03
Estradiol -0,64 |-0,72/ |-0,72/ |-0,60/ |[-0,75/ -0,79/
/0,02 10,005 0,006 10,03 0,003 0,001
Equol -0,69/
0,01

7




Seguranga

Os firmacos e suplemento empregados no nosso estudo foram bem
tolerados. Apesar de infreqiiente, os efeitos adversos mais comuns entre as que
receberam TRH foram a mastaigia, leucorréia, colicas abdominais e sangramentos
genitais. A mastalgia e as célicas abdominais foram de leve a moderada intensidade e de

carater transitorio.

Tabela 4 — principais eventos adversos nos diferentes grupos de tratamento
E(N=17) | E+P(N=18) I (N=20
N[ % N % N %

Mastalgia 8 |47,1] 13 72,2 1 5
Leucorréia 4 1235 4 22,2
Sangramento genital 3 [17,6

I

Célica

59 2 11,1

Quanto ao perfil de seguranga, nenhuma paciente apresentou elevagao de
ALT e/ou AST acima de trés vezes ¢ da CK acima de 10 vezes do limite superior da

normalidade.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho comparamos o efeito da terapia de reposi¢io hormonal simples
(17 B-estradiol) ou combinada (17 B-estradiol + acetato de noretisterona) com o uso de
isoflavonas do gérmen de soja, como uma altemativa 4 terapia de reposicdo hormonal
sobre fatores de risco para aterosclerose. Verificamos que alguns fatores analisados
podem ter sido afetados igualmente pelos tratamentos, enquanto outros nio.

As isoflavonas presentes no gérmen de soja mostraram-se biodisponiveis, sendo
detectadas no plasma das pacientes. Estudos realizados em humanos mostram que
ocorre variagio individual consideravel no metabolismo das isoflavonas, o que poderia
estar relacionado as diferengas na resposta da flora bacteriana intestinal a dieta (Xu et
al., 1995; Lampe et al., 1998). Alguns individuos ndo s3o capazes de excretar
quantidades significativas de equol, ndo havendo relagdo entre a excre¢do de equol e O-
DMA (Rowland et al., 2000). O consumo de lipideos parece diminuir a capacidade da
flora bacteriana intestinal de sintetizar equol (Rowland et al., 2000). No nosso estudo
ndo foi detectado equol em seis mulheres apés 1 més de tratamento € em duas, apos 3
meses (resultados ndo mostrados).

Morito et al. (2001) analisaram a atividade estrogénica das isoflavonas de soja
ap6s digestio com bactérias entéricas, tendo obtido resultados interessantes. As
isoflavonas glicosidicas ligam-se fracamente a ambos os receptores estrogénicos. As
afinidades de ligagio da genisteina, diithidrogenisteina e equol ao receptor beta sdo
comparéveis a afinidade de ligagdo do 17 beta-estradiol. Apesar disso, a concentragio
minima de isoflavonas requerida para a indugdo da expressdo génica é muito maior que
a necessaria para a ligagdo aos receptores alfa e beta. O equol € especialmente potente

em induzir a transcrigdo em resposta a ligagdo aos receptores alfa. A genisteina liga-se
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ao receptor beta com a mesma eficiéncia que o 17 beta-estradiol, mas a concentragio
requerida para induzir a transcrigdo é 10* vezes maior.

Em nosso estudo foi utilizada uma dose de 36,6 mg de isoflavonas por dia, que
foi suficiente para permitir uma concentragio plasmatica de isoflavonas da ordem de
100 nM de cada isoflavona analisada mesmo apés 12 horas de jejum. Se compararmos
com a concentragdo de estradiol detectada nas pacientes, mesmo as que fizeram
reposigdio de estrégeno, verificamos uma diferenga de concentragio entre 10° e 10*
vezes. Portanto, extrapolando os resultados do estudo in vitro de Morito et al. (2001) e
comparando-0s ao nosso estudo, poderiamos dizer que a concentragdo plasmatica de
isoflavonas detectadas no plasma das pacientes poderiam ser capazes de exercer algum
efeito estrogénico.

Alguns estudos tém relatado que o consumo de isoflavonas reduz a concentrago
sérica de estradiol por regulagdo retroativa (Lu et al., 1996; Mousavi et al., 1993).
Nagata et al. (2000) encontraram uma correlag@o negativa significante entre o consumo
de produtos de soja e as concentragdes plasmaéticas de estradiol em homens japoneses.
Um outro estudo de Han ef al. (2002) verificou que o uso de 100 mg de isoflavonas por
dia durante 4 meses, por mulheres na menopausa, resultou em aumento da concentragao
plasmatica de estradiol. Entretanto, o nosso estudo néo mostrou nenhuma alteragdo da
concentragdo de estradiol apés 3 meses de tratamento com o gérmen de soja.
Maskarinec et al. (2002) e Atkinson ef al. (2004) ndo detectaram qualquer alteragéo de
estradiol em mulheres pré-menopausa apés o uso de 100 e 40 mg de isoflavonas,
respectivamente por 1 ano.

Apés a terapia de reposigdo hormonal simples ou combinada, observou-se uma
reducdo do colesterol total ¢ LDL-colesterol (figura 14). A associagdo do acetato de

noretisterona ao 17p-estradiol anulou o efeito da terapia simples em aumentar o HDL-

74



colesterol (figura 14). As isoflavonas presentes no gérmen de soja n3o modificaram o
perfil lipidico em 3 meses de tratamento. Alguns trabalhos tém demonstrado reducio de
LDL-colesterol e aumento de HDL-colesterol apés tratamento com isoflavonas de soja
(Anthony et al., 1996 e Crouse et al. 1999), enquanto outros néo mostram alteragdes no
perfil lipidico com o uso de isoflavonas (Greaves et al. 1999; Nestel et al. 1997). Esse
efeito hipocolesterolémico pode ser dependente do tempo de tratamento, das diferengas
na composi¢do de isoflavonas dos produtos e das doses utilizadas. A proteina da soja
tem comprovada acdio hipocolesterolémica (FDA, 1999). As isoflavonas associadas a
proteina da soja parecem ter uma efeito dose-dependente sobre os lipideos plasmaticos
(Fuhrman ef al., 1997), porém quando administradas de forma isolada parecem nio ter
efeito significativo (Greaves et al. 1999). Estudos recentes tém demonstrado que as
isoflavonas inibem a HMG-CoA redutase in vitro, mas a concentragdo necessaria para
este efeito é elevada (maior que 27 uM) (Sung et al., 2004a; Sung et al., 2004b).

A hipercolesterolemia estd associada com uma produgio aumentada de *NO,
radical superoxido (O;") e peroxinitrito (Pereira et al, 2003; Eid et al., 2002). No
plasma, a reagdo de "NO com oxigénio gera nitrito, que rapidamente € oxidado a nitrato
(Ignarro et al., 1993). Assim, concentragdes séricas de nitrato € nitrito (NOx) sdo usadas
como marcadores para a sintese de "NO. Houve redugfio da concentragio de dxidos de
nitrogénio (NOx) nos trés grupos estudados apds o tratamento. Barbacanne ef al. (1999)
encontraram aumento da atividade do "NO, induzida pelos estrogénios, mas n#o
observaram mudangas na expressdo do gene da eNOS, ou da atividade dessa enzima,
embora detectassem menor producdo do radical superéxido. A diminui¢do da geragéo
de superéxido derivado do endotélio, em resposta aos estrogénios, poderia aumentar a
bioatividade do oxido nitrico por diminuir a sua inativagdo pela formagdo de

peroxinitrito. Hayashi ef al. (1997) verificaram que o 17 p-estradiol aumenta a atividade
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da eNOS, mediada por receptor, sendo que altas concentragées de 17 B-estradiol
tenderam a inibir a atividade da eNOS por uma via independente de receptor. Observou-
se, ainda, que o 17 P-estradiol diminuiu a liberagio de éxidos de nitrogénio (NOx)
produzidos pela 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS), em cultura de macrofagos. Neste
estudo foi encontrada uma correlagio positiva de entre concentrag8es de apo B e NOx
(tabela 3), sugerindo que um controle das concentragdes de LDL associado a reduciio da
concentragdo de NOx na hipercolesterolemia pode ser benéfica, significando uma
reversdo do estresse oxidativo envolvido no aumento de sua produgio.

A administragio das isoflavonas reduziu significativamente a concentragio
plasmatica dos derivados do ¢xido nitrico (NOx). As isoflavonas, em especial a
genisteina, inibem a sintese de 6xido nitrico por inibi¢do das proteina tirosina quinases
(Sargeant et al., 1993, Orlicek et al., 1996). Resultado semelhante foi encontrado apés
suplementagio de coelhos machos hipercolesterolémicos com isoflavonas da soja
(Pereira, 2000), indicando que esse efeito pode ser independente do efeito estrogénico
das isoflavonas. Estes achados estdo de acordo com os de Yen & Lai (2003-a)
mostrando que a administragio oral de isoflavonas ¢ extratos de produtos de soja reduz
significantemente nitrito e nitrato em ratos tratados com LPS.

Apesar de reduzir a concentragio plasmatica de NOx, os 3 grupos tiveram um
aumento da concentragdo de S-nitrosotiéis. Isso demonstra que o éxido nitrico estaria
mais biodisponivel para formagdo de S-nitrosotiéis, ao invés de ser degradado
rapidamente. A alteragio da atividade vasodilatadora na pés-menopausa pode resultar
da degradagio acelerada do "NO e/ou da sua menor conversio a RSNO's. As terapias de

reposi¢io hormonal estudadas tiveram efeitos semelhantes aos das isoflavonas sobre o

aumento de S-nitrosotidis.
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O 17 beta-estradiol bloqueia a indugio da formagio do peroxinitrito em cultura
de células (Wang et al., 2001), o que poderia estar relacionado ao aumento da
concentragdo de nitrato e de nitrotirosina nas mulheres pés-menopausa em relagdo a
pré-menopausa (Pereira et al., 2003). A formag3o de peroxinitrito pode estar associada
ao estradiol em outras condigdes patoldgicas. Maior incidéncia de cancer de mama estd
associada com a exposigdo a estrogénios (Henderson ef al., 1982; Bernstein, 1993). O
metabolismo dos estrogénios esta alterado na maioria dos tumores de cancer de mama.
Estas alteragdes levam primariamente & formagfio de catecdis, que podem gerar
superdxido (Paquette et al., 2001). No céncer de mama, a atividade da "NO sintase esta
aumentada, resultando em aumento da produgdo de dxido nitrico, consequentemente, de
peroxinitrito e de seus produtos de decomposigédo, que podem estar relacionados a lesdo
do DNA no cancer de mama (Paquette et al., 2001). Por outro lado, nfo esta claro o

efeito da administragio de estrogénios sobre a inativagdo do *NO. O tamoxifeno inibe a

atividade da *NO sintase e a formagdo de nitrotirosina no cérebro de ratos (Osuka ef al.,
2001).

No nosso trabalho apenas o grupo I teve a concentragdo de nitrotirosina
reduzida. Além disso a concentragio plasmética de gliciteina correlacionou-se
positivamente com a redugdio de nitrotirosina (diferenga entre tratamento e placebo,
r=0,568, p=0,04), sn_Jgerindo que quanto maior a concentragdo de gliciteina, maior a
redugio de nitrotirosina. As propriedades antioxidantes das isoflavonas estdo
relacionadas com sua estrutura e aumentam em fung3o do nimero de grupos hidroxila e
da capacidade de doagdo de 4tomos de hidrogénio (Cao ef al., 1997). Compostos
fen6licos podem inibir a nitragdo da tirosina por nitragdo preferencial, ou, atuar como
doadores de elétrons (Pannala et al., 1998). Isoflavonas tém similaridades estruturais

com a tirosina em um dos seus anéis fendlicos e modificagSes de residuos tirosina por
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oxidantes gerados na inflamagdo, tais como 4cido hipocloroso (HCIO) e peroxinitrito
(ONOQ), tém sido descritas recentemente. As isoflavonas genisteina, daidzeina e
biocanina A podem ser cloradas e nitradas por esses oxidantes (Boersma et al. 1999).
Recentes estudos t€m demonstrado que a atividade antioxidante das isoflavonas podem
prover protecdo contra lesio do DNA mediada por éxido nitrico ou peroxinitrito em
células e em plasmideos (Yen & Lai, 2003-b) e podem também proteger contra a
oxidagio da LDL induzida por peroxinitrito (Lai & Yen, 2001). Considerando-se que as
terapias de reposicdo hormonal n3o reduziram a formagfo de nitrotirosina, so
necessarios estudos adicionais para esclareceer o efeito da terapia de reposigo
hormonal sobre a inativagdo do *NO, pois o efeito das isoflavonas em ruduzir a
nitrotirosina parece ser independente da sua atividade estrogénica.

A figura 19 mostra que todas as terapias levaram a uma redugio da concentragio
total dos 6xidos analisados. Podemos verificar (figura 18) uma redugio significativa de
7 alfa-hidroxicolesterol, 7 beta-hidroxicolesterol, beta-epoxicolesterol e alfa-
epoxicolesterol apds o tratamento com gérmen de soja. Os grupos E e E+P tiveram uma
redugio de 7 alfa-hidroxicolesterol, 7 beta-hidroxicolesterol e de alfa-epoxicolesterol.
Salonen et al. (1997) verificaram que a concentragio elevada de 7 beta-hidroxicolesterol
foi um forte preditor de aumento do espessamento da carétida, avaliado por 3 anos, em
pacientes com aterosclerose. O a-epoxicolesterol possui agdo citotéxica sobre as células
endoteliais (Lizard et al. 1997, Sevanian -et al. 1995). Tanto na LDL nativa como na
LDL’, o 7 ceto-colesterol é o principal éxido encontrado, seguido pelo epoxicolesterol e
7-hidroxicolesterol. O 7 beta-hidroxicolesterol mostrou uma grande diferenca entre as
subfracdes, sendo 9 vezes mais elevado na LDL’ que na LDL nativa (Sevanian et al.
1997). No nosso trabalho, os principais 6xidos encontrados nas mulberes pos-

menopausa foram o 7 beta-hidroxicolesterol, beta-epoxicolesterol e alfa-epoxi-
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colesterol, que também foram os mais reduzidos pelas isoflavonas. Foram encontradas
baixas concentragdes plasmaticas de 7 ceto-colesterol. Ao se analisar os dados de éxidos
de colesterol relacionando-os ao colesterol total (figura 20), verifica-se que o
progestdgeno utilizado anula o efeito redutor do estradiol e que as isoflavonas sio mais
potentes que o estradiol em reduzir 6xidos de colesterol. A correlagsio encontrada entre
a concentragdo de equol e a concentrago de 7 alfa-hidroxicolesterol (tabela 3) confirma
o efeito antioxidante desta isoflavona.

Houve uma redugdo significativa da LDL™ nos 3 grupos, embora menos intensa
com o uso do progestégeno (figura 21). Tikkanen et al. (1998) estudaram o efeito da
proteina isolada da soja contendo 60 mg de isoflavonas por dia na oxidagdo da LDL em
um grupo de seis voluntarios saudaveis. Apds duas semanas de consumo da soja
verificou-se um aumento de 20 min no tempo de indugéo da oxidagfio da LDL. Scheiber
et al., 2000 também verificaram um aumento de 9,9 % no tempo de indugdo da
oxidagdo in vitro da LDL humana, apés suplementagdo com proteina da soja contendo
60-70 mg de isoflavonas. Um outro estudo comparou a cinética de oxidagdo da LDL
isolada de pessoas que consumiram tofu e carne e também verificaram um aumento do
tempo de indu¢do para os que consumiram tofu, além de significante diminuig¢do de
colesterol e triglicerideos totais (Ashton et al. 2000). Estes estudos mostram que a agdo
antioxidante é um dos mecanismos que determinam o efeito antiaterogénico das
isoflavonas. A figura 22 mostra que apés corregdo dos dados de LDL" por concentragéo
de LDL-colesterol, apenas os isoflavonas reduzem significativamente LDL".

Virios estudos tém mostrado a agdo antioxidante dos estrogénios in vitro e in
vivo. A adig3o de estrogénios a um sistema de oxidagdo da LDL, mediado por cobre,
mostrou aumento do tempo de iniciagio da oxidagdo da LDL (Zhu ef al., 1999). Virios

trabalhos tém demonstrado o efeito da administragio de estrogénios sobre a oxidagio da
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LDL humana (Brussard er al., 1997; Mcmanus et al., 1997, Mckinney et al., 1997).
Alguns estudos verificaram que os progestdgenos podem inibir o efeito antioxidante dos
estrogénios (Zhu et al., 2000; McManus ef al., 1997). No nosso trabalho encontramos
uma correlagdo negativa entre concentragio plasmatica de estradiol e diversos 6xidos de
colesterol no grupo E (tabela 3). Correlagio similar ndo foi encontrada no grupo F+P,
indicando uma interferéncia do progestdgeno sobre o efeito antioxidante do estradiol.
Estudos in vitro demonstram que o estradiol é mais efetivo que o alfa-tocoferol ou o
beta-caroteno em inibir a formag#o de 6xidos de colesterol (Ayres et al., 1996). A LDL
¢ uma particula rica em 6xidos de colesterol ¢ em PAF-AH. No nosso trabalho o
estradiol reduziu as concentragdes absolutas de LDL". Yoshimura et al., 1999 reportou
que a terapia de reposigdo hormonal reduz a atividade plasmatica de PAF-AH. Para
reducdo da toxicidade da LDL" este efeito € benéfico, mas a redugiio da atividade da
PAF-AH pode facilitar a agregagdo plaquetiria estando relacionada aos efeitos pro-
trombogénicos do estradiol, opondo-se aos seus efeitos protetores. Ndo ha trabalhos na
literatura avaliando o efeito das isoflavonas sobre a atividade desta enzima, embora se
saiba que isoflavonas possuem atividade anti-plaquetaria (Williams e Clarkson, 1998).
Apesar de ndo ter havido redugfio de colesterol total e LDL-colesterol com o uso
do gérmen a soja, as isoflavonas se mostraram mais eficientes que a terapia de reposi¢do
hormonal na redugiio da LDL™ e de oxidos de colesterol, pois além dos efeitos
estrogénico e antioxidante, nesse trabalho foi mostrado uma sequéncia de efeitos que
pode ter potencializado a sua agfo sobre a redug@o do estresse oxidativo. Hwang et al.
(2003) verificaram que o equol inibe a produgdo de superdxido em cultura de células
endotelias, inibindo a oxidagio da LDL in vitro. Genisteina e derivados lipofilicos da
genisteina acumulam-se nas particulas de lipoproteinas (Kaamanen et al. 2003). Estes

derivados lipofilicos seriam monoésteres de acidos graxos que se incorporam a LDL e
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HDL aumentando a sua resisténcia i oxidagdo, semelhante ao que ocorre com o
metabolismo do estradiol (Helisten ef al. 2001). Yamakoshi et al. (2000) verificaram
que o aumento da protegio antioxidante da LDL e o efeito ateroprotetor das isoflavonas
¢ independente do perfil lipidico plasmatico, resultado semelhante ao que nos
encontramos.

Alguns estudos demostram que apés seis meses de terapia de reposicio
hormonal, ocorre uma redugio da concentragdo de homocisteina (Hak er al. 2000; Man
et al. 2001). Em contraste, os resultados mostrados neste trabalho nio indicaram uma
reducdo de homocisteina pelas terapias de reposi¢do hormonal utilizadas. A exposigio
das células endoteliais a homocisteina por periodos longos (>3h) diminui a liberag#o de
*NO, enquanto que a exposigdo aguda (<15 min) induz um aumento na liberagio de
"NO. A explicagio para esse fato é que no primeiro momento ocorre a formagio de S-
NO-homocisteina. Paralelamente, ocorre a liberagdo de H,O, que degrada a S-NO-
homocisteina, gerando a tiolactona da homocisteina, produto téxico para o endotélio
(Stamler et al, 1995). A degradagio da S-NO-homocisteina também resulta na
formag@o de nitrato.

Os et al. (2002) verificaram que a terapia de reposi¢do hormonal ndo altera as
concentragdes plasmaticas de homocisteina em mulheres com doenga cardiovascular
estabelecida. Este ndo ¢ o caso do nosso estudo, porém as mulheres estudadas eram
hipertensas, o que pode ter influenciado o resultado. Hiperhomocisteinemia limita a
biodisponibilidade do éxido nitrico, aumenta o estresse oxidativo, estimula a
proliferagio de células do musculo liso vascular e altera as propriedades elasticas da
parede vascular, estando portanto, relacionada 4 hipertenséo (Rodrigo et al., 2003).

Com a redugio de NOx, 6xidos de colesterol, LDL" e aumento de S-nitrosotiois,

seria esperada uma melhora da reatividade vascular nos 3 grupos estudados. Apenas o
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grupo E mostrou melhora significativa da reatividade vascular, a associacio com o
progestogeno impediu esse efeito. A terapia de reposi¢io hormonal n3io melhora a
reatividade vascular em mulheres na menopausa com angina pectoris (Haines et al.
2001), mas melhora em mulheres saudaveis (Yim et al. 1998). A hipertensio arterial
poderia ser aqui um fator limitante para o nosso estudo. A reatividade vascular esti
reduzida em pacientes hipertensos (Gokce et al. 2001). Os medicamentos anti-
hipertensivos (inibidores da ECA) utilizados pelas pacientes também poderiam
influenciar nos resultados, porém as pacientes foram controle delas mesmas e durante
todo o estudo a medicagfo anti-hipertensiva ndo foi alterada. Estudos recentes mostram
que inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) ndo alteram a reatividade

vascular (Ghiadoni et al. 2003; Gokce et al. 2002).

As isoflavonas n3o melhoraram a reatividade vascular. Estes resultados séo
concordantes com os de Hale et al. (2002) que utilizaram 80 mg de isoflavonas em
mulheres na menopausa por 2 semanas € ndo obtiveram melhora da reatividade
vascular. Squadrito et al. (Squadrito et al. 2003; Squadrito et al. 2002) encontraram uma
melhora da reatividade vascular apés 6 meses (2002) e 1 anc (2003) de uso de
genisteina purificada (50 mg). Neste caso, trés fatores devem ser levados em
consideragdo:

1) A dose utilizada de genisteina; a genisteina ¢ a isoflavona mais estudada e a maioria
dos efeitos biolégicos atribuidos as isoflavonas sdo devidos a genisteina. A
genisteina é inibidora de proteina tirosina quinases (Sargeant et al., 1993). Dentre as
isoflavonas, a genisteina é a que tem um maior potencial estrogénico e efeito
seletivo em receptores beta-estrogénicos (Kuiper et al, 1998). Havia sido
demonstrada anteriormente agéio vasodilatadora da genisteina em macacos (Honoré

et al., 1997). No nosso estudo utilizou-se uma dose total de isoflavonas de 36,64
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2)

mg, sendo 4,52 mg de genisteina e 21,64 mg de gliciteina. A dose utilizada por
Squadrito ef al. (2002 e 2003) resultou em uma concentragio plasmatica de
genisteina de 1,4 uM, aproximadamente 10 vezes maior que a encontrada em nosso
estudo.

O tempo de tratamento. No nosso estudo o tempo de tratamento foi de 3 meses, nos
estudos de Squadrito, 6 meses (2002) e 1 ano (2003). Estudos com resultados mais
consistentes tém utililizado um tempo minimo de 6 meses para efeitos mais eficazes
das isoflavonas (Foth et al., 2000). Isso talvez seja necessario para uma adaptagio
do organismo ou a uma adaptagdo da propria flora bacteriana intestinal para o

metabolismo das isoflavonas (Xu et al., 1995; Friend ef al., 1984).

3) No nosso estudo utilizamos mulheres com fatores de risco para doenga

cardiovascular (hipercolesterolemia e hipertenséo), que ja possuem uma deficiéncia
da reatividade vascular. Portanto, o resultado encontrado relativo a reatividade
vascular poderia estar relacionado ao fato de que nfo verificamos redugdo da
hipercolesterolemia durante o tratamento. Os estudos de Squadrito et al. verificaram
melhora da reatividade vascular em mulheres isentas de fatores de risco para doenga
cardiovascular.

Embora nio tenhamos encontrado uma melhora significativa da reatividade

vascular, foi verificada uma correlagdo positiva das concentragdes de genisteina e

daidzeina com a reatividade vascular ap6s o tratamento (figuras 33 e 34), sugerindo que,

possivelmente, maiores concentragdes plasmaéticas de isoflavonas poderiam melhorar a

reatividade vascular. A administragio de daidzeina em ratos aumenta a produgio de

éxido nitrico e melhora a vasodilatagdo induzida por acetilcolina (Sobey et al., 2004).

Estudos in vitro tém mostrado que genisteina exerce efeito bifasico no crescimento de

células de cancer de mama, estimulando o crescimento em baixas concentragdes (<10
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mM} e inibindo em altas concentragdes (>10 uM) (Magee et al. 2004a; Magee et al.
2004b). Nzo ha estudos que correlacionem concentragio plasmatica de isoflavonas com
reatividade vascular, mas seria importante avaliar se este efeito bifasico também ocorre
sobre fatores relacionados a vasodilatagéo. Diante destes resultados, acreditamos que os
fatores dose, tempo de tratamento e composigdo das isoflavonas sio fatores importantes
que afetaram este trabalho.

Nao foram encontradas alteragSes significativas de anticorpos anti-HSP60 neste
estudo. Apenas o tratamento com isoflavonas reduziu anticorpos anti-HSP70. Os 3
tratamentos levaram a redugdo de anticorpos anti-HSC70. Pereira (2000) encontrou uma
redugdo tanto da expressio de HSP60, HSC70 ¢ HSP70 na aorta de coelhos machos
alimentados com uma dieta aterogénica suplementada de isoflavonas como de
anticorpos anti-HSP60, HSC70 e HSP70 no soro e na aorta dos coelhos. Este resultado
foi atribuido a atividade antioxidante das isoflavonas e & inibigdo de proteina tirosina-
quinases pela genisteina. No presente estudo, o tempo de tratamento pode ter sido muito
curto para alterar a resposta anticérpica das pacientes. Além disso, a dose baixa de
genisteina pode ter sido um fator importante para o resultado obtido. Estudos tém
demonstrado uma relagio mais estreita de anticorpos anti-HSP60 com risco de
aterosclerose. Uint et al. (2003) observaram um aumento de anticorpos anti-HSP60
ap6s terapia de reposi¢@io hormonal por 3 meses. Porém, neste estudo foram utilizados
estrogénios equinos conjugados ¢ acetato de medroxiprogesterona. Varios estudos tém
demonstrado que estrogénios equinos conjugados (Decensi et al. 2002; Manson et al.
2003) aumentam o risco de doenga cardiovascular em relagdo ao 17 beta-estradiol.
Estrogénios regulam a expressdo de HSP (70 e 90) no endometrio humano e em vérias
linhagens celulares humanas (Papaconstantinou et al. 2003; Tang ef al. 1995). Coragio

de ratas tém 2 vezes mais HSP72 (HSC70) que de ratos ¢ 17 f3-estradiol aumenta a
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concentragdo de HSP72, mas néo de HSP60 em midcitos cardiacos (Voss et al. 2003).
Portanto, € possivel que a terapia hormonal altere a resposta autoimune a essas
proteinas, porém sfio necessarios mais estudos para avaliar o papel do estradiol sobre a
formag3o de anticorpos anti-HSPs e sua relagdo com a aterogénese na menopausa.

A redugdio da formagiio de éxidos de nitrogénio, o conseqiiente aumento da
formagdo de S-nitrosotidis, a redugio de 6xidos de colesterol e LDL™ pela terapia de
reposi¢do hormonal e isoflavonas da soja so fatores que poderiam ter efeitos benéficos
sobre a vasodilatag@o e o desenvolvimento da aterosclerose na mulher pés-menopausa,
em especial nos grupos com fatores de risco para essa doenga. Os efeitos das
isoflavonas parecem ser mediados pela inibi¢do das proteina tirosina quinases e pelo
efeito estrogénico e esses resultados abrem novas perspectivas para futuras pesquisas,
em relagdo a eficiéncia do uso de fitoestrogénios como uma alternativa de reposi¢ao
hormonal, sobre a fung¢3o endotelial e a prevengio da aterosclerose em mulheres pos-
menopausa.

Um conhecimento mais especifico da atuagdo dos estrogénios nos ER-o € ER-B
e suas acdes diretas e indiretas traz a possibilidade de no futuro surgirem terapias
hormonais especificas para o tramento de doengas cardiovasculares, como por exemplo
um modulador seletivo de receptores de estrogénio. Estas pespectivas tém dado espago a
pesquisas em relagdo a atua¢fio de fitoestrogénios como alternativas para terapia de

reposi¢do hormonal na prevengdo de doengas cardiovasculares.
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6. CONCLUSOES

1- O tratamento com 2 g de gérmen de soja contendo 36,6 mg de isoflavonas por dia

ndo alterou as concentragdes plasmaticas de estradiol nem o perfil lipidico.

2- A terapia de reposicdo hormonal com 17 B-estradiol e sua associagdo com acetato de
noretisterona reduziu colesterol plasmatico ¢ da LDL, mas apenas o 17 B-estradiol

isolado aumentou o HDL-colesterol. A associagio com o acetato de noretisterona

reverteu o beneficio do estradiol isolado sobre o HDL-colesterol.

3- O gémen de soja e as terapias de reposi¢do hormonal utilizadas neste estudo
reduziram as concentragdes plasmaticas dos derivados do ¢éxido nitrico (NOx,
nitrito/nitrato) e aumentaram a concentra¢io plasmatica de S-nitrosotidis, podendo
significar uma melhora da biodisponibilidade do 6xido nitrico. Dos trés tratamentos
propostos, somente o gérmmen de soja reduziu as concentragdes plasmaticas de

nitrotirosina.

4- Qs trés tratamentos reduziram o perfil de oxidag3o de lipoproteinas (6xidos de

colesterol e LDL), sendo que com o gérmen de soja este efeito foi mais pronunciado.

5- Os trés tratamentos reduziram a reatividade de anticorpos anti-HSC70, mas somente
o gérmen de soja reduziu a reatividade de anticorpos anti-HSP70. Nao houve alteragio
da reatividade de anticorpos anti-HSP60 e das concentragdes de homocisteina e outros
tidis relacionados ao seu metabolismo (metionina e cisteina) por nenhum dos

tratamentos.
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6- O tratamento com estradiol isclado teve um efeito benéfico sobre a reatividade
vascular. Os beneficios obtidos na reatividade vascular com o estradiol foram abolidos
pela associagdo com a noretisterona. Embora n3o tenha havido uma melhora da
reatividade vascular com o uso do gérmmen de soja, os resultados mostraram uma
correlacdo positiva das concentrages plasmaticas de genisteina e daidzeina com a

reatividade vascular.
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7. RESUMO

A interrupg@o da produgio ovariana do estrogénio ocorrida na menopausa aumenta o
risco de doenga cardiovascular. Pelo fato da reposigio de estrogénios induzir
proliferagdo endometrial e aumentar o risco de cincer de mama e de doengas
cardiovasculares, tem-se pesquisado alternativas para a terapia de reposi¢iio hormonal.
Os fitoestrogénios sdo compostos fendlicos de origem vegetal, que possuem
similaridade estrutural com os estrogénios. As isoflavonas genisteina, daidzeina e
gliciteina, presentes na soja, tém se destacado por seus efeitos estrogénico, antioxidante
e de inibig3o da agregagdo plaquetaria. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos
fitoestrogénios da soja e da terapia de reposi¢do hormonal sobre a reatividade vascular,
formagdo de derivados do éxido nitrico, oxidagdo de lipoproteinas e anticorpos anti-
proteinas de choque térmmico (HSPs) em  mulheres pds-menopausa
hipercolesterolémicas. As mulheres foram tratadas com gérmen de soja (I, n=20); 17
beta-estradiol (E, n=17) ou 17 beta-estradiol + acetato de noretisterona (E+P, n=18), por
3 meses, apés 1 més de placebo. Foram avaliadas as concentragdes plasmaticas de NOx
(nitrito + nitrato) e S-nitrosotiéis por quimioluminescéncia em fase gasosa; a
nitrotirosina, os anticorpos anti-HSP (HSP60, HSP70 e HSC70), a LDL eletronegativa
(LDL) e o estradiol por determinados por ELISA; a quantificagdo dos Oxidos de
colesterol (COx) e das isoflavonas foi realizada, respectivamente, por cromatografia
gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A andlise da reatividade
vascular foi feita por ultrassonografia de alta resolugéo. Os resultados demonstraram
redugio das concentragdes de NOx, LDL’, COx e dos anticorpos anti-HSC70 e um
aumento dos S-nitrosotidis, nos trés grupos estudados, apds o tratamento em relagio ao

placebo. As concentragdes de nitrotirosina e a reatividade anti-HSP70 foram reduzidas
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somente no grupo que recebeu os fitoestrogénios (grupo I). Houve melhora da
reatividade vascular somente no grupo E, porém no grupo I foi encontrada uma
correlagdo positiva entre a concentragdo plasmatica de isoflavonas e a reatividade
vascular. Conclusdo: Os fitoestrogenos do gérmen de soja e a terapia de reposigdo
hormonal tém importantes efeitos sobre a biodisponibilidade do éxido nitrico
(reduzindo os NOx e aumentando os S-nitrosotidis), na redugio da oxidagdo de
lipoproteinas (COx e LDL-) e na resposta autoimune & HSC70. Embora apenas a terapia
com estradiol isolado tenha melhorado a reatividade vascular, houve uma correlagéo

positiva entre as concentragbes plasmaticas de isoflavonas e a reatividade vascular.
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8. ABSTRACT

The interruption of the ovarian production of the estrogen occurred in the
menopause increases the risk of cardiovascular disease. Because the replacement of
estrogen induces endometrial proliferation and increases the risk of breast cancer and
cardiovascular disease, alternatives for the hormonal replacement therapy have been
searched. The phytoestrogens are phenolic compounds from plants that possess
structural similarity with estrogens. The soy isoflavones genistein, daidzein and glicitein
have been notable for their estrogenic, antioxidant and platelet aggregation inhibition
effects. The objective of this work was to evaluate the effect of the soy phytoestrogens
and the hormonal replacement therapy on vascular reactivity, formation of nitric oxide
derivates, lipoprotein oxidation and antibodies anti-heat shock proteins (HSPs) in
hypercholesterolemic postmenopausal wc;men. The women were treated with soy germ
(I, n=20); 17 beta-estradiol (E, n=17) or 17 beta-estradiol + noretisterone acetate (E-+P,
n=18) for 3 months after 1 month of placebo. The plasmatic concentrations of NOx
(nitrite + nitrate) and S-nitrosothiols were evaluated by chemiluminescence in gaseous
phase; nitrotyrosine, antibodies anti-HSPs (HSP60, HSP70 and HSC70), electronegative
LDL (LDL") and estradiol by ELISA; cholesterol oxides (COx) and isoflavones were
determined by gas chromatography and high performance liquid chromatography
(HPLC), respectively. The analysis of the vascular reactivity was done by high
resolution ultrassonography. Data showed a reduction of NOx, LDL", COx, antibodies
anti-HSC70 and an increase of S-nitrosothiols after the treatment in the 3 groups
evaluated in relation to the placebo. The concentrations of nitrotyrosine and reactivity
anti-HSP70 were reduced only in group L. There was an improvement of the vascular

reactivity only in group E, however, it was found a positive correlation between

50



plasmatic concentrations of isoflavones and vascular reactivity in group 1. Conclusion:
The phytoestrogens of the soy germ and the hormonal replacement therapy have
important effects on the bioavailability of nitric oxide (reducing NOx and increasing S-
nitrosothiols); in the reduction of the oxidation of lipoproteins (COx and LDL") and on
the autoimune response anti-HSC70. Although only the isolated therapy with estradiol
improved the vascular reactivity, there was a positive correlation between plasmatic

concentrations of isoflavones and vascular reactivity.
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