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RESUMO

Objetivo: Investigar o efeito do tratamento crénico com isoflavonas de soja, por via
oral, no tecido mamario e uterino de ratas ooforectomizadas. Metodologia: Foram
utilizadas 40 ratas da espécie Rattus norvegicus, distribuidas em 04 grupos: ISO-
tratadas com isoflavonas de soja (10 mg/kg); EP- tratadas com estroprogestativo
(0,5 mg/kg); OOF-ooforectomizadas e OS-operagao simulada. Apés a comprovagao
da regularidade do ciclo estral, as ratas dos grupos ISO, EP, OOF foram submetidas
a ooforectomia. Apds trés semanas de comprovacgao de anestro, foram tratadas com
isoflavonas (ISO) ou estrogénio conjugado (EP), por via oral, durante 6 meses. Os
animais OOF e OS receberam soro fisiolégico em propilenoglicol, durante 0 mesmo
periodo de tempo. Foram determinados a frequéncia das fases do ciclo estral, o
peso umido do utero e analisada a histologia do tecido mamario e uterino.
Resultados: Apds seis meses de tratamento grupo ISO apresentou maturagéo
vaginal, onde 88% dos esfregacos analisados se encontravam na fase estro. Quanto
a histologia mamaria, o grupo ISO apresentou atrofia ductal e fibrose peritubular. A
analise do peso umido do utero mostrou que a ooforectomia foi capaz de reduzir em
86,0% o peso desse 6rgao, cuja redugao dos valores foi mantida apos o tratamento
com isoflavonas de soja. A histologia do utero de ratas tratadas com isoflavonas
demonstrou o endométrio proliferativo com estroma denso. Conclusao: o uso
cronico de isoflavonas de soja é capaz de estimular a maturagao do epitélio vaginal
e endometrial das ratas ooforectomizadas e manter a atrofia nas glandulas

mamarias e reducao do peso Uumido do utero, causadas pela ooforectomia.

PALAVRAS-CHAVE: Isoflavonas. Menopausa. Mama. Endométrio.



ABSTRACT

Purpose: To investigate the effect of chronic treatment with soy isoflavones, orally,
in breast and uterine tissue in rats of oophorectomized. Methodology: To evaluate
the effect of isoflavones from soy in reproductive tissue, were used 40 rats of the
species Rattus norvegicus, distributed in 04 groups: ISO-treated with isoflavones
from soy (10 mg / kg); EP-treated with estrogen progestogen (0.5 mg / kg); OOF-
ooforectomizadas and OS- simulated operation. After the proof of the regularity of the
estrous cycle, the ISO groups of rats, EP, OOF were submitted to oophorectomy
after three weeks of evidence of anoestrus, were treated with isoflavones (ISO) or
estrogen combined (EP), orally, for 6 months. Animals OS and OOF received saline
over the same period of time. There were certain stages of the frequency of the
estrous cycle, the wet weight of the uterus and examine the histology of breast and
uterine tissue. Results: After six months of treatment group had matured ISO vagina,
where 88% of swabs tested were found during estrus. As for breast histology, the
group presented ISO ductal atrophy and fibrosis peritubular. The analysis of the wet
weight of the uterus showed that oophorectomy was able to reduce by 86.0% the
weight of that body, whose reduction of the values was maintained after treatment
with isoflavones from soy. The histology of the uterus of rats treated with isoflavones
showed the endometrial proliferative with dense stroma. Conclusion: So the chronic
use of soy isoflavones, is able to stimulate the maturation of the vaginal epithelium
and endometrial in oophorectomized rats and maintain the atrophy in the mammary

glands and reducing the wet weight of the uterus, caused by oophorectomy.

KEYWORDS: Isoflavones. Menopause. Breast. Endometrium.
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1. INTRODUGAO

Na dultima década tem sido intensificado o uso de soja e de seus
derivados pela populacédo ocidental, devido aos beneficios que esses produtos tém
apresentado na saude das mulheres orientais, que tem como habito o consumo
diario de soja, principalmente no que se refere a diminuicdo dos sintomas e doencgas
gue surgem ou que se agravam com o inicio da menopausa, tais como fogachos e
labilidade emocional até estados mais graves como osteoporose e doengas
cardiovasculares (MOSQUETTE et al, 2006).

Além dos beneficios mostrados pelo consumo de soja, outro motivo que
tem contribuido para o aumento do interesse pelos produtos de soja é o abandono,
pelas pacientes, da terapia estrogénica tradicional, a qual tem mostrado uma
variedade de efeitos adversos (WOLFF et al, 2006).

Estudos clinicos, duplos cegos, com um numero amostral de milhares de
mulheres pos-menopausadas, demonstraram que um tratamento prolongado com
estrogénio e acetato de medroxiprogesterona tém causado o aparecimento de
polipos endometriais e aumento da espessura do endométrio (CICINELLI et al,
2002; VAN DEN BOSCH et al, 2003).

Além de nao contribuir com o desaparecimento de doengas
cardiovasculares, tém intensificado a incidéncia de doencgas cardiacas coronarianas
em pacientes que fazem uso dessa terapia, determinando, dessa forma, os diversos
transtornos que a terapia com estrogénio e progesterona podem trazer para as suas
usuarias (MANSON et al, 2003).

Como os problemas advindos da terapia estrogénica conjugada e a
qualidade de vida apresentado pela populagdo oriental estdo contribuindo para o
aumento do uso de soja pelas pacientes do ocidente, muitos estudos tém surgido
com a finalidade de se observar os efeitos benéficos que as substancias presentes
na soja, as isoflavonas, causam no organismo com hipoestrogenismo, tanto sobre os
sintomas da menopausa quanto sobre estados mais graves resultantes dessa
diminui¢ao de estrogénio (CORNWELL et al, 2004; PELUSO, 2006;).

Vieira et al. (2007), avaliaram o efeito de um tratamento com 120 mg de
isoflavonas diarios, durante um periodo de seis meses, através de um questionario
sobre sintomas vasomotores, psicossociais e sexuais de 32 pacientes pos-

menopausadas, que eram assistidas no setor de climatério de uma Universidade.



Observaram que o tratamento foi capaz de amenizar os sintomas vasomotores em
torno de 42,9%, psicossociais e sexuais respectivamente em 29,3% e 40,6%,
semelhante ao grupo de 33 mulheres tratadas com estrogénios conjugados equinos.

De modo semelhante, Nahas et al (2003), avaliaram o efeito da
administragdo de 60 mg diarias de isoflavonas sobre os sintomas da menopausa,
por meio do indice Menopausal de Kupperman (IMK), durante um tratamento de seis
meses. ldentificaram que no 4° més de tratamento houve uma redugao de 55% no
indice menopausal das pacientes, indicando uma melhoria nos sintomas causados
pela privagédo do estrogénio.

Além dos sintomas da menopausa, estudos tém demonstrado os efeitos
benéficos das isoflavonas sobre doengas resultantes do estado de
hipoestrogenismo, como osteoporose. Bonilla (2004), observou que as isoflavonas
sdo capazes de aumentar o processo de absor¢cao dssea por ativar a divisao celular
em osteoblastos e aumentar a deposigao de calcio nas epifises.

Além da osteoporose, outros disturbios derivados do hipoestrogenismo
que sdo atenuados pelas isoflavonas de soja sdo as doengas cardiovasculares.
Trabalhos tém indicado que esses fitohormdnios sdo capazes de modular estados
patolégicos de aterosclerose (CLARKSON et al., 2001), de hipertrofia cardiaca
(STAUFFER et al., 2006), de pressao arterial (HE et al., 2005; YANG et al., 2005) e
reduzir valores séricos aumentados de LDL (NAHAS et al., 2003).

Entretanto, Sacks et al (2006), por meio de metanalise com 22 estudos,
afirmaram que as isoflavonas ndo possuem efeito terapéutico capaz de atenuar os
sintomas da menopausa, exceto fogachos, diminui¢ao clinica dos valores de LDL e
reducdo da pressao arterial de pacientes. Concluiram entdo, que esses compostos
nao possuem a capacidade de atenuar com eficiéncia os incobmodos trazidos com a
privagao de estrogénio.

Apesar dos dados que tém sido publicados atualmente, mostrando que o
tratamento, com determinadas doses de isoflavonas, é eficaz para reverter o estado
de atrofia genital, ao mesmo tempo em que é seguro o suficiente para ndo produzir
alteragdes de crescimento e diferenciagdo celulares (canceres) no sistema
reprodutivo feminino, como nas mamas e utero (BONILLA, 2004), ainda se faz
necessario, mais estudos que avaliem o efeito do uso crdnico dessas substancias
em oOrgaos que podem sofrer alteragdes patoldgicas na presenga de compostos

estrogénicos.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Menopausa e Terapia de Reposi¢ao Hormonal

A menopausa € uma alteracéo fisiolégica que ocorre no organismo
feminino, caracterizada principalmente pelo hipoestrogenismo (diminuigéo
acentuada dos niveis de estrogénio no organismo). E nessa fase que a mulher
transita de um estado de organismo reprodutivo para um estado no qual a sua
reprodutividade é nula (WOLFF et al, 2006; MOSQUETTE et al., 2005).

Essa reducédo intensa da concentragdo estrogénica no organismo
feminino é decorrente da diminuicdo progressiva dos foliculos ovarianos, cuja funcao
é produzir e secretar estrogénio e, estimular a liberagdo do 6vulo para o processo de
fecundacdo. Devido a relacdo existente entre a quantidade de foliculos com a
secregcao estrogénica, a diminuicdo dos foliculos ovarianos acaba levando a
insuficiéncia ovariana na produgcao hormonal (KEEP & LAURITZEN, 1975).

O principal motivo da diminuicdo no numero de foliculos ovarianos sdo as
sucessivas ovulacbées que ocorrem nos ciclos sexuais femininos associadas a
degeneracao dos foliculos que nao liberam os 6vulos para as tubas uterinas. Essa
deplecao folicular leva a redugdo da quantidade de tecido ativo produtor de
hormonio (GUYTON & HALL, 2006; KEEP& LAURITZEN, 1975).

Todo esse processo regressivo € acompanhado de esclerose fisiologica
dos vasos ovarianos, e deterioracdo no metabolismo e nos processos de troca nas
glandulas, devido a um aumento no tecido conjuntivo. E desse modo que os ovarios
acabam, por fim, se atrofiando (KEEP & LAURITZEN, 1975).

A diminuicdo acentuada na produgédo e secregdo de estrogénio leva a
alteracdo na regulagdo dos sistemas de retroalimentagdo existentes no eixo
hipotalamo-hipdfise-ovarios. O hipotalamo, dessa forma, aumenta a producdo e
secrecdo do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) e, por estimulo desse
horménio, a hipdfise secreta quantidade 10 a 20 vezes maiores do hormoénio foliculo
estimulante (FSH), e 5 a 10 vezes maiores de hormoénio luteinizante (LH). A
secrecao dos horménios hipodfisarios, entretanto, torna-se ineficiente, uma vez que
os foliculos ovarianos ndo sdo mais capazes de produzir estrogénios (KEEP &
LAURITZEN, 1975).



Essa deficiéncia estrogénica altera a fisiologia de o6rgdos que sao
comumente estimulados pelos hormdnios estrogénicos, levando ao aparecimento de
sinais e sintomas decorrentes da fase climatérica, como os fogachos, sudorese
intensa, nervosismo, irritabilidade, insénia, cefaléia, vertigem, depresséo, labilidade
emocional, formigamento, palpitagées, mialgias, artralgias, osteoporose, doengas
cardiovasculares e diminuicdo da libido (MOSQUETTE et al, 2005; WOLFF et al,
2006).

A deficiéncia de estrogénios no organismo humano também pode
provocar disturbios fisioldgicos que alteram acentuadamente o estado de saude da
mulher, como o aparecimento de alteragbes osteoarticulares, como artralgias e
osteoporose, e cardiovasculares, como maior incidéncia de doenca cardiaca
coronariana, alteracdo da pressao arterial, modificagdo do perfil lipidico, e
aparecimento de aterosclerose (KHALIL, 2005). Devido a esses disturbios, faz-se
necessario encontrar meios de atenuar esses sintomas.

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) se apresenta como uma
alternativa para o controle dos sintomas do climatério: fogachos e sudorese,
alteracdes cardiovasculares e osteoarticulares que sao diminuidos acentuadamente,
com o tratamento de reposi¢cao de estrogénios, isolados ou conjugados com algum
progestageno (BONILLA, 2004).

A terapéutica com hormdnios, entretanto, € inadequada para pacientes
nos quais foram diagnosticadas neoplasias dependentes de estrogénio, como
carcinomas de mama e do endométrio, ou para pacientes que apresentam alto risco
de desenvolvé-los (MOSQUETTE et al, 2005).

Estudo feito por Cicinelli et al (2002), sobre analise do efeito da TRH em
mulheres pds-menopausadas, observaram que o endométrio aumentou sua
espessura em 28%, apdés um ano de tratamento. Esses dados mostram que, apesar
da TRH ser benéfica por atenuar os sintomas do climatério, ela pode também causar
modificagdes na parede do utero, com consequente debilidade da saude das
pacientes em tratamento.

Além dos efeitos sobre o sistema reprodutivo feminino e das contra-
indicagbes as pacientes com neoplasias horménio-dependentes, o uso de TRH deve
ser evitado em pacientes com sangramento genital ndo diagnosticado, hepatopatias,

tromboembolismo, anemia falciforme, hipertensao arterial, doencas



cardiovasculares, diabetes mellitus, epilepsia, cefaléia ou enxaqueca e tabagismo
(TOLOSA, 1998; MOSQUETTE et al,2005)

Wolff et al. (2006), relatam que ha um receio das mulheres em relagao as
neoplasias, além das ja conhecidas contra-indicagbes e intolerancias
medicamentosas, o que tem aumentado a ndo adesao ao tratamento hormonal.

Portanto, devido ao fato de a TRH se apresentar limitada as pacientes
com deficiéncia hormonal, adicionado ao grande abandono destas a terapéutica
conhecida, a atencdo tem sido voltada a pesquisa de terapias alternativas que
possam atenuar os sintomas da menopausa, sem causar os transtornos ligados a
terapia tradicional (CORNWELL et al, 2004).

2.2 Fitoestrogénios

Os fitoestrogénios sao compostos presentes em plantas com estrutura
semelhante ao estrogénio. Existem cerca de 20 tipos desses compostos,
identificados a partir de 300 plantas de 16 familias diferentes, que podem ser
agrupados em trés classes: os coumestanos, os lignanos e as isoflavonas (BEDANI
& ROSS, 2005).

Apesar de existirem um grande numero de coumestanos, apenas uma
pequena quantidade desses compostos tem demonstrado atividade estrogénica,
predominantemente o coumestrol e o metoxicoumestrol. A principal fonte dietética
de coumestrol sdo os legumes, contudo, baixos niveis tém sido encontrados em
brotos e espinafres. Derivados de trevo e de soja se destacam em possuir altas
concentragcdes de coumestrol, apresentando valores de 28mg e 7mg/100g de folhas
secas, respectivamente (CORNWELL et al, 2004).

Estudos demonstram que o coumestrol possui a capacidade de modular o
processo de “feedback” negativo do eixo hipotalamo-hipdéfise-gbnadas, atuando em
receptores estrogénicos do tipo alfa (RE- a), encontrados no hipotalamo, o que leva
a diminuicdo da liberagdo do hormdnio hipotaldmico GnRH (Horménio Liberador de
Gonadotrofinas) (McGARVEY et al, 2001).

Ja os lignanos sao constituidos por uma diversidade de classes de
dimeros e oligbmeros de fenilpropandide. Secoisolariciresinol e matairesinol sdo dois
dimeros de lignanos que ndo possuem efeitos semelhantes aos estrogénios, mas

sao facilmente convertidos em outros lignanos, como enterodiol e enterolactona, os



quais possuem atividade estrogénica. A conversao ocorre por meio da flora intestinal
e os lignanos transformados sao facilmente absorvidos. Os fitolignanos aparecem
em altas quantidades na linhaga, paes de graos integros, vegetais e chas. Frutas,
entretanto, possuem baixos niveis destes lignanos, com excegdo de morangos
(CORNWELL et al, 2004).

Vérios estudos tém relacionado a ingesta de lignanos com a diminuigao
da incidéncia de doencgas, como cancer de ovario (McCANN et al, 2003) e cancer de
mama (PIETNEN et al, 2001). Também ja foi observado, em outros estudos, o efeito
dos lignanos nos niveis hormonais, com diminuicdo dos valores de estradiol e
aumento dos niveis de prolactina (HUTCHINS et al, 2001).

As isoflavonas s&o os fitoestrogénios que possuem maior agao
estrogénica. Nesse grupo se destacam a genisteina, a daidzeina e a gliciteina,
presentes no gérmen de soja, na forma de seus respectivos glicosideos: genistina,
daidzina e glicitina. Os glicosideos sao hidrolisados no trato gastrintestinal,
produzindo as isoflavonas agliconas e biologicamente ativas (WOLFF et al, 2006).

As isoflavonas de soja sdo compostos que possuem tanto acgao
estrogénica como antiestrogénica, e essa propriedade depende do tipo de receptor
estrogénico ativado pelas isoflavonas (BONILLA, 2004).

Os receptores estrogénicos (RE) podem ser de dois tipos: os receptores
estrogénicos- a (RE-a), presentes na mama e no utero, e 0s receptores
estrogénicos- (RE-B), presentes no tecido ésseo e no sistema cardiovascular. As
isoflavonas tém apresentado mais afinidade de ligagcdo aos receptores RE-3 do que
pelos RE-a (BONILLA, 2004).

Os receptores estrogénicos a e 3 apresentam 96% de homologia de seus
aminoacidos constituintes, ainda que nao é regra aplicavel a todas as regides do
receptor, ja que a regiao de uniao com o DNA é a que mais semelhancga apresenta,
enquanto que a regido de unido ao ligante s6 apresenta 53% de homologia (PEREZ-
RIVERO et al, 2007).

A ligacéo dos receptores estrogénicos com os estrogénios enddégenos ou
de origem vegetal induz a uma mudanga na conformacao do receptor, que ao
mesmo tempo permite dissociar-se do complexo co-repressor e unir-se ao complexo
co-ativador, o qual lhe confere atividade de transcricdo de genes que contém

elementos de resposta aos estrogénios (ERE’s). Na auséncia de estrogénio na



ligacdo ao RE, estes se associam com 0s co-repressores que inibem a atividade
transcricional (PEREZ-RIVERO et al, 2007).

2.3 Isoflavonas e Sistema Reprodutivo

Apesar de ter a capacidade de atuar em receptores estrogénicos, as
isoflavonas possuem ag¢ao minima sobre os receptores que o estradiol, fato que
colabora para que as isoflavonas tenham efeitos estrogénicos ou n&o (RIMOLDI et
al, 2007).

Uma forma de avaliar se as isoflavonas de soja possuem efeitos
semelhantes aos estrogénios se baseia na analise dessas substancias em 6rgaos
que, reconhecidamente, sao estimulados pelos horménios sexuais, como epitélio
vaginal (RIMOLDI et al, 2007).

Um modelo experimental que utiliza o epitélio vaginal como parametro é a
analise do ciclo estral de ratas. O ciclo estral € um sistema ideal para observar as
mudangas que ocorrem no epitélio vaginal durante o ciclo reprodutivo, pois, em ratas
com maturidade sexual, ele € consideravelmente curto, com aproximadamente 4
dias de duragao, quando comparado ao ciclo de outros mamiferos (MARCONDES et
al, 2002).

O ciclo estral é caracterizado por quatro fases: proestro (12 horas), estro
(24 horas), metaestro (24 horas), e diestro (24 - 48 horas). Durante essas fases,
ocorre variagado na concentragcdo dos horménios gonadotréficos e dos hormdnios
sexuais. O LH e FSH permanecem baixos e aumentam a partir da fase proestro. O
estradiol tem o inicio de seu aumento na fase metaestro, com seu pico na fase
proestro, diminuindo seus valores na fase estro. A progesterona, por sua vez, tem
aumento de sua concentragao entre as fases metaestro e diestro, apresentando-se
diminuida posteriormente nas demais fases (LONG & EVANS, 1922).

Apesar de alguns pesquisadores observarem melhorias significativas no
indice de maturagcdo vaginal, com uma maior expressao dos efeitos locais de
estrogénios, outros ndo encontraram modificacdes relevantes (MOLTABAN, 2003,
BONILLA, 2004).

Além do epitélio vaginal, outros 6rgdos que sdo estimulados quando

expostos aos hormdnios sexuais sao o utero e as mamas.



As mamas sao estruturas superficiais, que se apresentam mais
proeminentes na parede toracica, principalmente nas mulheres. No organismo
feminino, as glandulas mamarias sao estruturas importantes no processo de
reproducdo. Elas estdo rodeadas por um tecido conjuntivo, que se estende sob a
forma de septos entre lobos e Iébulos. Esses septos acabam proporcionando
sustentagdo para os elementos glandulares. Além de serem constituidos de tecido
conjuntivo, os septos podem apresentar grande quantidade de tecido adiposo
(MOORE et al, 2001).

A glandula mamaria adulta, por sua vez, é uma glandula sudoripara
modificada composta por 15 a 20 lobos irregulares de glandulas tubuloalveolares
ramificadas, que se encontram presentes no tecido subcutdneo (TORTORA &
GRABOWSKI, 2002). Os lobos formadores das glandulas estdo subdivididos em
numerosos lébulos. Cada lobo termina em um ducto que se abre através de um
orificio constringido no mamilo. Debaixo da aréola, area circular que envolve o
mamilo, cada ducto possui uma regiao dilatada, chamada seio lactifero. Préximo a
sua abertura, os canais s&o revestidos por epitélio escamoso estratificado (BLAND
et al, 1994).

A morfologia da porgéo secretora da glandula mamaria varia muito com a
idade e com fases especiais do organismo da mulher, como gravidez e lactagao.
Durante a puberdade, as mamas crescem em razdo do desenvolvimento glandular e
da deposicdo aumentada de tecido adiposo e conjuntivo. As aréolas e papilas
mamarias também aumentam. Os ductos lactiferos dao origem a brotamentos, que
sdo os lébulos. No ciclo menstrual a estrutura histolégica dessas glandulas sofre
algumas alteragdes: ocorre acentuada proliferagao das células ductais no periodo da
ovulagéo, quando o estrogénio circulante esta no seu pico de secreg¢ao, seguida de
uma diminuicdo da capacidade proliferativa e maior amadurecimento Iébulo-alveolar,
quando aumenta os niveis de progesterona no organismo (GUYTON & HALL, 2006).

Durante a gravidez e lactagdo as glandulas se proliferam e tem
alargamento acentuado, devido ao desenvolvimento dos alvéolos nas extremidades
dos ductos interlobulares terminais (BLAND et al, 1994). Essas alteracbes sao
influenciadas pela acgao sinérgica de varios hormodnios, principalmente dos
horménios estrogénios, progesterona, prolactina e lactogénio placentario humano.
Quando chega o periodo de desmame, a maioria desses alvéolos desenvolvidos
sofre degeneragao por apoptose (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; ROBBINS et al,



2005). No periodo da menopausa estes horménios tém sua liberagdo diminuida, o
que provoca uma involugdo das glandulas mamarias, caracterizada por atrofia de
porcoes secretoras e de ductos, concomitante com modificacdo atrofica dos tecidos
conjuntivo interlobular (STEPHEN, 1997).

Devido a essa capacidade das mamas de serem estimuladas por
horménios sexuais, a analise dos efeitos das isoflavonas sobre esse tecido alvo se
mostra um bom parametro para elucidar a provavel semelhanca de efeito biolégico
desses fitohormdnios com os estrogénios endégenos. Em um estudo, realizado por
Mosquette et al (2005), que administraram isoflavonas em ratas ooforectomizadas,
foi observado que o numero e o volume dos alvéolos, e o0 numero de vasos
sanguineos mamarios, os quais sao indicadores de alteracdo e disturbios teciduais,
permaneceram inalterados apds um tratamento de 2 meses consecutivos. Atkinson
e Bingham (2002) demonstraram que a suplementacdo com soja diminuiu a
densidade da mama, enquanto que o tratamento com estrégeno provocou o seu
aumento. Majandanatha et al (2006), quando analisava os efeitos das isoflavonas
sobre a mutagénese mamaria, demonstraram que genisteina e daidzeina juntas, sdo
capazes de reduzir as lesdes provocadas por substancias cancerigenas em ratas.

Entretanto, Maskarinec et al (2004), verificaram que mulheres pos-
menopausadas, quando consumiam isoflavonas por um longo periodo,
apresentavam densidade mamaria aumentada em relagdo aquelas que consumiam
por periodos mais curtos. Portanto, € notério que a falta de evidéncias sobre os reais
efeitos das isoflavonas nas mamas exige que mais pesquisas sejam realizadas a fim
de elucidar a existéncia ou nao de efeitos proliferativos.

Assim como a mama, outro 6rgao horménio-dependente que serve como
parametro para analise do efeito das isoflavonas de soja é o utero (RIMOLDI et al,
2007).

O utero € um 6rgao muscular oco, piriforme e de paredes espessas, que
esta situado na pelve menor, onde seu corpo esta alojado no topo da bexiga urinaria
e seu colo entre a bexiga urinaria e o reto (MOORE & DALLEY, 2001).
Histologicamente, este 6rgdo é formado por trés laminas de tecido: perimétrio,
miométrio e endométrio. Este ultimo compde a camada mais interna do utero, se
apresentando muito vascularizada e composto de uma camada de epitélio colunar

simples, que reveste o lumen; um estroma endometrial subjacente (tecido



conjuntivo) e glandulas endometriais que invaginam até o miométrio (TORTORA &
GRABOWSKI, 2002).

A camada endometrial, que previamente se apresentava proliferada e
ricamente irrigada pela agdo estimulatéria do estrogénio fisiologico, modifica-se,
ap6s a menopausa, para um epitélio simples, sem presenca de um estimulo para a
proliferagdo e, consequentemente, sem novos vasos sanguineos para irrigar esse
epitélio ndo proliferado (MOSQUETTE et al, 2006).

Em um estudo realizado com mulheres pds-menopausadas, que
consumiram drageas de 114 mg de isoflavonas de soja diariamente, durante trés
meses, nao foi observado nenhuma modificagdo na espessura endometrial, na
histologia uterina, e na expressao génica de fatores, como receptores de estrogénio
e progesterona, e marcadores de proliferacdo endometrial (ki-67), mostrando que
isoflavonoides ndo atuam em estado proliferativo no utero (NIKANDER et al, 2004).

Entretanto, Garcia-Pérez et al (2006), que analisaram o efeito da
genisteina na histologia e peso uterinos, de camundongos fémeas
ooforectomizadas, observaram propriedade agonista parcial, indutora da apoptose e
atipias no epitélio glandular endometrial, 0 que caracteriza um efeito proliferativo de
disturbios celulares a partir da isoflavona.

Mosquette et al. (2006), observaram que administracdes de 300mg/kg de
isoflavonas de soja podem induzir o aumento na espessura e no numero de vasos
sanguineos no miométrio de ratas adultas e, 10mg/kg, sdo incapazes de provocar
alteragdes estruturais neste 6rgao.

A auséncia de conclusbes definitivas sobre os reais efeitos das
isoflavonas de soja sobre o aparelho reprodutor feminino e a escassez de pesquisas
com tratamento prolongado justificam a realizagdo de novos estudos para melhor
elucidar a funcdo desses fitoestrogénios, quando utilizados como uma terapia

hormonal alternativa.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito do tratamento com isoflavonas de soja, por via oral, no
tecido epitelial mamario e endometrial de ratas ooforectomizadas, durante um

periodo de seis meses.

3.2 Especificos

Determinar em ratas ooforectomizadas o efeito do tratamento crénico com
isoflavonas de soja:

* Na maturagéo do epitélio vaginal,

* No peso corporal e o consumo de alimento;

* No peso umido do utero;

* Na histologia do epitélio mamario e endometrial;

4. MATERIAL

4.1 Animais

Para o desenvolvimento deste estudo experimental foram utilizadas ratas
Wistar da espécie Rattus norvegicus, variedade Albinus, provenientes do Biotério da
UFMA. Foram selecionadas 40 ratas adultas, com aproximadamente 60 dias de
idade, pesando entre 250 e 300 gramas, com acesso ad libitum a ragdo e agua e,
mantidas em ambiente controlado com ciclos alternados de luminosidade de 12
horas, e temperatura variando entre 20 e 25° C.

Estes animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais, conforme
descricao a seguir:

a) Grupo operagao simulada (OS, n=10): as ratas foram submetidas a
uma operagao simulada, ou seja, foi realizada uma incisdo de aproximadamente
2cm na linha mediana, supra-pubica, e em seguida foi realizado a sutura, sem haver

a retirada dos ovarios. Apds 21 dias da intervengédo cirurgica foi iniciada a



administragdo diaria de soro fisioldgico em propilenoglicol 0,07%, em volume de
0,1mL/100g de peso dos animais, por via oral, por um periodo de 24 semanas;

b) Grupo ooforectomizado (OOF, n=10): os ovarios das ratas foram
retirados, conforme técnica descrita a seguir (item 5.4). Os animais receberam, soro
fisiologico (0,1 mL/100g) em propilenoglicol 0,07%, diariamente, por via oral, durante
24 semanas;

c) Grupo estroprogestativo (EP, n=10): neste grupo experimental os
animais foram ooforectomizados (item 5.4) e apdés os 21 dias da cirurgia, foram
tratados diariamente, com solugao de estroprogestativos (associados estradiol 1mg/
acetato de noretisterona 0,5 mg), na dose de 0,5 mg/Kg de peso do animal, por via
oral, durante 24 semanas.

d) Grupo isoflavonas (ISO, n=10): neste grupo experimental os animais
foram submetidos a ooforectomia (item 5.4) e apdés os 21 dias da cirurgia, foram
tratados diariamente, com solugdo de isoflavonas de soja, na dose de 10 mg/Kg de

peso do animal, por via oral, por um periodo de 24 semanas.

4.2 Drogas

4.2.1 Estroprogestativos

Foram utilizados na forma de comprimidos contendo estradiol (1 mg)
associado ao acetato de norestiterona (0,5 mg) com o nome comercial de NATIFA
PRO®, cedidas gratuitamente pelo Laboratério LIBBS GINECOLOGIA. O conteudo
do comprimido foi submetido a fragmentacdo e pulverizagdo, sendo dissolvido e
solubilizado em soro fisiolégico com propilenoglicol 0,07%, até a concentragdo de

0,5 mg/mL de estradiol e 0,25mg/ml de acetato de noretisterona.

4.2.2 Isoflavonas de soja

Foram utilizadas na forma de capsulas gelatinosas contendo extrato seco
de Glycine max (60 mg) com o nome comercial de SOYFEMME®, cedidas
gratuitamente pelo Laboratério ACHE. O contetdo das capsulas de isoflavona foi

extraido por ruptura do invélucro gelatinoso, e posteriormente dissolvido e



solubilizado em soro fisioldgico com propilenoglicol 0,07%, até a concentragdo de 10

mg/mL.

4.2.3 Soro fisiolégico (solugao fisioldgica 0,9%) / propilenoglicol 0,07%,

A solugao fisiolégica 0,9% com propilenoglicol 0,07% foi o veiculo
utilizado para dissolu¢ao das drogas e administrado nos animais do grupo operagao
simulada (OS) e ooforectomizado (OOF) (MOSQUETTE et al,2005).

4.3 Reagentes, sais e solventes

Propilenoglicol (Alquimia), Xilazina (Konig), Eosina (EA 36), Hematoxilina
de Harris, Orange (New prov), Polivinil-pirrolidona-iodo (Povidine), Formol 10%
(Ritiec), Cetamina (Syntec), Cloreto de Sédio, Etanol, Eter Etilico (Vetec).

4.4 Aparelhagem

» Balanca Analitica (SARTORIUS)
» Balanga digital (AND)

* Microscépio 6ptico (OLYMPUS)
* Banho-Maria (TERMOMIX)

» Espectrofotometro (BIOPLUS)

» Espectrofotometro (ABBOT)

* Micrétomo (MINOT)

5. METODOS

5.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo experimental do tipo randomizado.

5.2 Local e periodo de realizagao do experimento



Este experimento foi realizado no Laboratério de Farmacologia da
Universidade Federal do Maranhao, localizada no Campus do Bacanga, no periodo
de Abril de 2007 a Abril de 2008.

5.3 Critérios de inclusdao dos animais

A primeira etapa do estudo, com duragdo de uma semana deteve-se a
adaptacdo e selecdo dos animais oriundos do Biotério da UFMA. Nesta fase foi
realizada a determinacgé&o do ciclo estral das ratas, pela analise do esfregacgo vaginal,
para selecionar os animais que apresentavam ciclo regular, ou seja, as quatro fases
estrais: proestro, estro, metaestro e diestro. Além disso, foram determinados o peso

corporal e o consumo de ragao dos animais.

5.4 Ooforectomia

Neste procedimento, as ratas foram anestesiadas, com a associagao de
Cetamina (60 mg/Kg) e Xilazina (7,5 mg/kg), por via intramuscular. Foi realizada a
tricotomia, e a assepsia de regido ventral dos animais (supra-publica), e
posteriormente a laparotomia de aproximadamente 2cm na linha mediana. Os
ovarios e as trompas foram identificados. As trompas foram ligadas com fio de
sutura e os ovarios isolados e retirados apds ligadura. Posteriormente a inciséo, foi
realizada a sutura da parede muscular e, em seguida, da pele (VASCONCELLOS et
al, 2004).

5.5 Tratamento dos animais

Apods 21 dias da ooforectomia e comprovagao do anestro, pela analise do
esfregaco vaginal, todos os animais foram tratados, por via oral, com introdug&o
direta da substancia no eséfago do animal (método de gavagem), diariamente, por
um periodo de 24 semanas, com veiculo (salina 0,9%/ propilenoglicol 0,07%),
isoflavonas de soja (10 mg/Kg) ou estroprogestativo (0,5 mg/Kg), conforme descrito

na distribuicdo dos grupos experimentais no item 4.1.



5.6 Determinagao do ciclo estral

A determinacdo do ciclo estral foi realizada através da analise do
esfregaco vaginal coletado e corado diariamente. A coleta do material vaginal foi
realizada sempre entre 8 e 10 horas da manhd (DIEL et al, 2002). A secregao
vaginal foi colhida com o auxilio de uma cureta, introduzida na vagina das ratas em
profundidade de aproximadamente 0,5 cm do intréito.

O material colhido foi colocado em lamina de vidro na forma de camada
fina e corado pela técnica Papanicolaou (FEITOZA, 2003). Posteriormente foi
observado as caracteristicas celulares com auxilio do microscépio 6ptico, para a

identificacdo das fases do ciclo estral (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas das fases do ciclo estral de ratas Wistar Rattus norvegicus, variedade
Albinus

CARACTERISTICAS CITOLOGICAS DO

Proestro (12 horas) Presenca de numerosas células epiteliais
nucleadas, raras ou frequentes células
cornificadas (anucleadas) e raros leucdcitos.
Presenca de muco.

Estro (24 horas) Numerosas células cornificadas. Auséncia de
células epiteliais nucleadas ou de leucdcitos.

Metaestro (24 horas) Igual proporcao entre células cornificadas, células
epiteliais nucleadas e leucécitos.

Diestro (24 - 48 horas) Numerosos leucocitos e com raras células
epiteliais nucleadas.

Fonte: MARCONDES, et al (2002)

5.7 Determinacgao do peso corporal e consumo de ragao de animais

Durante todo o periodo do experimento foram realizados o controle do
peso corporal e consumo de racido das ratas. O peso corporal foi determinado por
meio da pesagem dos animais, trés vezes por semana, sendo este parametro
utilizado para acompanhar o desenvolvimento ponderal das ratas e, também para a
determinacao do volume das drogas que eram administradas diariamente.

A ingesta de racdo dos animais foi determinada em dias alternados na

semana, sendo ofertada diariamente, 300g de racédo. As sobras de ragdo foram



pesadas e subtraidas pela quantidade total ofertada. Com base neste calculo foi
determinado o consumo de ragéao diario, por gaiola de animais, cuja quantidade em

cada era de cinco ratas.

5.8 Determinagao do peso uterino

Apos a eutanasia das ratas, por exsanguinagao, o intestino foi rebatido
para melhor exposicdo dos cornos uterinos, que foram isolados em conjunto.
Posteriormente, foi retirada toda a gordura aderida na extens&o dos dois lobos, para

em seguida, ser realizada a determinagao do peso umido, em balanga analitica.

5.9 Avaliagao histolégica dos epitélios mamario e endométrio

O dutero e as mamas foram retirados para a obtencdo de cortes
histologicos. Estes orgaos foram fixados em formol 10%, desidratados em
concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizado pelo xilol e impregnados pela
parafina liquida em estufa, regulada a temperatura de 59°C para a formacéo de
blocos, segundo o método preconizado por MASSON (1956). Os blocos foram
submetidos a cortes seriados de 5 microbmetros de espessura, em micrétomo do tipo
Minot. Estes foram desparafinizados e corados em lamina pela técnica hematoxilina
e eosina (HE). Posteriormente, foram avaliados a mama e o endométrio por um
unico patologista, em microscépio 6ptico de luz comum, sem que ele conhecesse a
terapéutica a que cada rata havia sido submetida.

Para a avaliagéo histolégica dos tecidos epiteliais mamario e endometrial
foi realizada somente a analise qualitativa, sendo considerado como critérios a
atrofia, proliferagao epitelial dos tecidos e alteragdes celulares.

Mudangas ocorrem na mama madura associada com ciclo menstrual,
gravidez, lactagdo e menopausa. Uma acentuada variagdo ocorre no padrdo de
epitélio e estroma observado na mama menopausada, paralelamente a grande
modificagdo nos niveis hormonais pés-menopausa (STEPHEN, 1997). As glandulas
mamarias de ratas possuem morfologia com formacao de ductos e alvéolos como
nas mulheres e também, comportamento citogenético similar, constituindo a melhor

opgao em modelo experimental para pesquisa (SHIDA, 2001).



Elas podem se apresentar atroficas (em repouso), exibindo menor
concentracdo de ductos e alvéolos, pouco desenvolvidos e com secrecdo escassa
ou ausente (SILVA, 2000). Os ductos mamarios apresentam-se imersos em grande
concentracéo de tecido adiposo (PIOVESAN, 2005).

Na fase folicular precoce de uma mama normal, o epitélio que reveste os
acinos é composto por duas a trés camadas de células com lumen mal definido. As
células epiteliais acinas sao pequenas e poligonais, com citoplasma fracamente
eosinofilico e escuro, com nucleo centralizado. O estroma é denso (STEPHEN,
1997).

Ao entrar na fase secretora, as glandulas mamarias tém seu parénquima
glandular abundante com proliferagdo de l6bulos mamarios contendo os alvéolos.
Ha uma vacuolizagdo e aumento do glicogénio dentro das ceélulas mioepiteliais. O
[lUmen estd aumentado e com produtos de secre¢cdo (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004).

O endométrio da rata e da mulher apresentam alteragdes proliferativas
semelhantes quando submetidas a terapia hormonal tradicional estro-progestativa,
sendo portanto o uso do modelo animal valido para o estudo destas alteracdes
(PANTALEAO, 2009). O tecido endometrial tem uma constante mudancga de padrées
normais que dependem da natureza e da intensidade da variagao hormonal, que
ocorrem ao longo da vida (CONCEICAOQ, 2005).

A fase proliferativa ou estrogénica é caracterizada por glandulas formadas
por um epitélio colunar simples, cujas células tém relagdo nucleo citoplasma alta. O
citoplasma € escasso e 0s nucleos alongados e de cromatina densa. Figuras
mitoticas sdo comuns nas células que compdéem a glandula. Estas células estao
presentes durante toda a fase proliferativa e até mesmo no inicio da fase secretéria
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

A fase secretéria é caracterizada pelas células que comegam a acumular
glicogénio na por¢ao infranuclear e os produtos da secreg&o dilatam o lumen das
glandulas, que se tornam muito tortuosas (STEPHEN, 1997).

Entretanto na fase atréfica, o endométrio se apresenta revestido de um
epitélio constituido por células pavimentosas ou cubicas, contendo nucleos

esféricos, pequenos e heterocromaticos (MORAES et al, 2006). Figuras mitdticas



nao estdo presentes. Geralmente tem diferenciacao citoplasmatica nao especifica,

embora ocasionalmente possam aparecer cilios (STEPHEN, 1997).

5.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erro padrao das médias.
As diferengas entre os grupos experimentais foram detectadas por meio da analise
de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste Newman - Keuls (SOKAL e ROLF,

1969), considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

6. RESULTADOS

6.1 Determinagao do ciclo estral

Os resultados apresentados na tabela 2 mostram as frequéncias
percentuais das fases do ciclo estral dos grupos estudados durante 24 semanas de
tratamento.

O grupo isoflavonas se apresentou predominantemente na fase estro
(88%), na qual a caracteristica citolégica consiste principalmente no aumento de
células cornificadas, devido os altos niveis estrogénicos, assim como o grupo estro-

progestativo (84,8 % na fase estro).

Tabela 2: Freqliéncia relativa do ciclo estral de ratas operagcédo simulada (OS),
ooforectomizadas (OOF) e tratadas com isoflavonas de soja (ISO) ou

estroprogestativo (EP) durante 24 semanas.

Grupos de Tratamento Frequéncias do ciclo estral (%)

Proestro Estro Metaestro Diestro
oS 19,1 47,2 27,8 5,9
OOF 7,7 28,5 38,1 25,6
ISO 2,2 88,0 9,7 0,1
EP 3,3 84,8 10,3 1,7




6.2 Determinagao do peso corporeo e consumo de ragao de animais

ApoOs trés semanas os animais ooforectomizados apresentaram aumento
do peso corporal em relagdo ao grupo operagao simulada, sendo a média de peso
241,389 + 0,98 e 272,959 £ 1,15 dos ooforectomizados.

A anadlise comparativa do desenvolvimento ponderal entre os grupos de
animais revelou diferenga significativa entre os grupos que foram ooforectomizados
e submetidos ou n&o ao tratamento com isoflavonas ou estroprogestativos com o
grupo operagao simulada, em que nao houve a retirada dos ovarios. A ooforectomia
determinou aumento de peso corporal dos animais.

Porém, o grupo que apresentou maior aumento da massa corporal foi o
ooforectomizado nao tratado, cujo aumento ocorreu logo apos as primeiras semanas
de tratamento. O uso de isoflavonas de soja e de estroprogestativo reduziu o ganho

de peso promovido pela ooforectomia mantida até o final do tratamento (Grafico 1).
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Grafico 1 — Evolugdo ponderal (g) de ratas dos grupos isoflavonas (ISO), estro-
progestativo (EP), ooforectomizado (OOF) e operacdo simulada (OS), durante 24
semanas de tratamento. Os pontos e barras verticais representam a média + erro padréao
das médias de 10 animais por grupo experimental. *significa diferenga entre o grupo OOF
com os grupos ISO, EP, OS p<0,05 (ANOVA, Newman Keuls)



Em relacdo ao consumo de racdo, durante as vinte quatro semanas de
tratamento, ndo houve diferengca significativa entre os grupos experimentais,

conforme demonstrado no grafico 2.
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Grafico 2 — Quantidade de ragdo (g) consumida por ratas dos grupos operagédo simulada
(OS), ooforectomizados (OOF), isoflavonas (ISO) e estro-progestativo (EP), durante 24
semanas de tratamento. Os pontos e barras verticais representam a média * erro padrao das

médias de 10 animais por grupo experimental. ANOVA, Newman Keuls (p < 0,05).
6.3 Determinagao do peso umido do utero

No grupo OS o peso uterino foi 0,79 + 0,06 g. A ooforectomia promoveu a
reducdo do peso do utero das ratas em 86,0%. O tratamento dos animais com
isoflavonas nao induziu aumento no peso do utero, mantendo a redugao observada
com a retirada dos ovarios (grafico 3). Porém, o utero dos animais que foram
tratados com o estroprogestativo apresentou-se aumentado com o peso de 0,38 +
0,08 g, o que corresponde a 52% de aumento em relagdo ao utero do grupo

ooforectomizados.
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Grafico 3 — Valores médios do peso Umido do utero de ratas dos grupos operagao simulada
(OS), ooforectomizado (OOF), isoflavonas (ISO) e estro-progestativo (EP), apds 24 semanas
de tratamento. Os pontos e barras verticais representam a média * erro padrdo das médias
de 10 animais por grupo experimental. *significa em relagdo ao grupo OS, p<0,05 (ANOVA,

Newman Keuls).

6.5 Avaliagao histologica do epitélio mamario e endometrial

Apods seis meses de tratamento, foi realizada a analise histolégica do
tecido mamario em todos os animais dos grupos experimentais. No grupo de ratas
operagao simulada (OS), foi observada a presenga de vacuolos com material
amorfo, fibrose periductal e adenose, na qual também teve fibrose, porém os ductos
proliferam tornando-se muito pequenos, dispostos lado a lado, esbogando uma
estrutura lobular (Figura 1). As ratas do grupo ooforectomizadas (OOF)
apresentaram um epitélio mamario tipicamente atréfico (Figura 2). De modo
semelhante, o grupo ISO, das ratas tratadas com isoflavonas de soja, também
apresentou um epitélio mamario tipicamente atrofico: com frequente atrofia ductal,
fibrose peritubular e infiltragdo adiposa (Figura 3). As ratas pertencentes ao grupo
estroprogestativo (EP), entretanto, apresentaram alteragbes morfolégicas como
metaplasia apocrina (mudanga de epitélio simples para epitélio apocrino) e ectasia

ductal (dilatagdo ou distensdo de ductos mamarios) (Figura 4).



Figura 1 — Fotomicrografia do tecido mamario de uma rata do grupo operagéo simu-
lada (OS). Presencga de fibrose periductal, adenose e vacuolo com material amorfo.
Aumento de 40X em coloragao HE.

Figura 2 — Fotomicrografia do tecido mamario de uma rata do grupo
ooforectomizado(OOF). Presenca de fibrose e atrofia. Aumento de 40X em
coloragéao HE.
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Figura 3 — Fotomicrografia do tecido mamario de uma rata do grupo ISO
(ooforectomizados e tratados com isoflavonas de soja, 10mg/kg, v.o., durante 24
semanas). Presenca de atrofia ductal, fibrose peritubular e infiltragao adiposa.

Aumento de 40X em coloragao HE.
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Figura 4 — Fotomicrografia do tecido mamario de rata do grupo EP
(ooforectomizados e tratados durante 24 semanas, v.0., com estrogénios
conjugados 0,5 mg/kg). Presenga de metaplasia apécrina, ectasia ductal com
secrecao. Aumento de 40X em coloragao HE.




Com relagao ao tecido endometrial, nas ratas em que foi realizada a falsa
cirurgia (OS), o epitélio endometrial da maioria dos animais se apresentou
proliferativo com estroma denso (Figura 5). Os animais pertencentes ao grupo
ooforectomizado apresentaram um epitélio tipicamente atréfico, caracterizado pela
presenca de glandulas de pequeno tamanho e constituidas por epitélio cubdide e
com estroma denso (Figura 6).

De modo semelhante as ratas em que os ovarios foram preservados
(OS), os animais tratados com isoflavonas de soja (ISO) apresentaram o endométrio
proliferativo com estroma denso, presenca de glandulas tortuosas e um numero
pequeno contendo vacuolo com secregao (Figura 7). Porém, nos animais do grupo
tratado com estroprogestativo (EP) foram evidenciadas uma maior diversidade e
freqiéncia de alteragbes nas células endometriais como metaplasia escamosa, e
hiperplasia glandular cistica. Além disso, as ratas apresentaram disturbios mais
agravantes, como alteragbes do tipo “back to back”, que sao caracterizadas por

glandulas justapostas entre si (Figura 8).

Figura 5 — Fotomicrografia de corte histopatolégicos de endométrio de rata do
grupo operagao simulada (OS), apds 24 semanas de tratamento. Visualizar o
epitélio glandular proliferativo com estroma denso. Aumento de 40x em
coloragéao HE.



Figura 6 — Fotomicrografia de corte histopatolégico de endométrio de rata do
grupo ooforectomizado (OOF) ndo tratado, apoés 24 semanas. Observar
glandulas de tamanho pequeno com células cubicas simples e estroma
denso. Aumento de 40x em coloragéao HE.

Figura 7 — Fotomicrografia de corte histopatologico de endométrio de rata
do grupo ISO (ooforectomizado e tratado com isoflavonas de soja, 10mg/Kg,
v.0, durante 24 semanas). Semelhante ao grupo FO, o epitélio glandular se
apresenta proliferativo e com estroma denso. Aumento de 40x em coloragao HE.



Figura 8 - Fotomicrografia de corte histopatoldgico de endométrio de
animal do grupo EP (ooforectomizado e tratado com estroprogestativo,
0,5 mg/Kg, v.o, durante 24 semanas) Observar areas com hiperplasia e
metaplasia escamosa. Aumento de 40x em coloragao HE.



7. DISCUSSAO

A soja e suas isoflavonas isoladas tém sido extensivamente indicadas
com o objetivo de prevenir ou amenizar os sintomas relacionados ao climatério.
Muito tem se investigado a fim de confirmar seus beneficios, por meio de métodos
cientificos padronizados (BONILLA, 2004). Entretanto, apesar das investigacoes,
ainda ndo existem estudos conclusivos sobre os efeitos benéficos das isoflavonas,
em comparagao a terapia estro-progestativa, que causa frequentemente mastalgias,
artralgias, tromboembolismo, aumento de peso, alteragao do perfil lipidico, aumento
do risco de neoplasias hormdnio-dependentes, entre outros efeitos, nas pacientes
que fazem o seu uso crénico (MOSQUETTE et al, 2005).

O ciclo estral, o qual possui as suas fases determinadas segundo a
variagcdo dos niveis dos horménios ovarianos, estrogénio e progesterona, serve
como um indicador da funcéo reprodutiva em ratas.

Dessa forma, na analise do esfregacgo vaginal a fase estro, na qual ocorre
um aumento (pico) de estrogénio no organismo dos animais, é representada pela
grande quantidade de células cornificadas, e a fase diestro, que ocorre quando ha
pouca quantidade de estrogénio no organismo, € representada pela auséncia de
células cornificadas, presenca de células profundas e de abundantes leucdcitos. As
fases proestro e metaestro séo fases intermediarias entre elas (MARCONDES et al,
2002).

Nesta pesquisa, do inicio até o final do sexto més do tratamento, os
animais do grupo isoflavonas (ISO) apresentaram-se com predominancia na fase
estro (88%), assim como o grupo estroprogestativo (EP), que se apresentou com
85% nesta mesma fase. Esses dados mostraram que as isoflavonas conseguem
manter um nivel de maturagao celular semelhante aos estroprogestativos.

Um estudo realizado por Rimoldi et al (2007), que utilizaram animais
Sprague- Dawley, alimentados de ragdo contendo genisteina nas doses de 5,4
mg/Kg e 54 mg/Kg, durante 3 meses, indicou que, na dose mais baixa, a genisteina
nao estimulou a maturacdo do epitélio vaginal. Entretanto, na dose de 54 mg/Kg
provocou um aumento do numero de camadas do epitélio vaginal, indicando que
houve estimulo da maturacéo celular.

Baird et al (1995), observaram que uma dieta suplementada com 165 mg/

dia (equivalente a 2,75mg/kg) de isoflavonas de soja, utilizada por um més,



promoveu um pequeno estimulo na maturagédo do epitélio vaginal de mulheres pés-
menopausadas. Entretanto, Duncan et al (1999), quando utilizou 2 mg/Kg de
isoflavonas de soja presentes na dieta de mulheres pés-menopausadas, durante 3
meses, ndo observaram alteragdes na citologia vaginal das pacientes.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho que evidenciaram uma
maturag¢ao, com aumento do numero de células cornificadas e a manutengao dessa
estimulagdo, causadas por um tratamento de seis meses de duragdo, com a dose de
10 mg/Kg de isoflavonas de soja, confirmam achados da literatura de que esses
fitoestrogénios sédo capazes de promover a maturagdo do epitélio vaginal, a
semelhanga do promovido por terapia estroprogestativa.

Em relagao aos efeitos das isoflavonas de soja sobre o tecido mamario,
apos os seis meses de tratamento, as ratas apresentaram um tipico epitélio atrofico,
com atrofia ductal acentuada e fibrose peritubular, que foram caracteristicas
histolégicas semelhantes as encontradas nos tecidos dos animais do grupo
ooforectomizado nao tratado.

Wood et al (2006), avaliaram o efeito 8,6 mg/ Kg de isoflavonas nas
gléndulas mamarias de macacas ooforectomizadas apos um més de tratamento e,
ndo observaram nenhum sinal de trofismo mamario nos animais tratados.

Em ratas Wistar ooforectomizadas, Mosquette et al (2005) nao
observaram alteragdes no numero e volume dos alvéolos mamarios, quando os
animais foram submetidos a uma dose diaria de 100 mg/Kg de isoflavonas de soja,
por dois meses. Rimoldi et al (2007) também nao evidenciaram estimulagao
mamaria quando utilizaram uma dieta enriquecida com genisteina, nas doses de 5,4
mg/Kg e 54 mg/Kg, relatando apenas uma incipiente formag&o luminar e auséncia
de secregdo, caracteristicas que também foram observadas nos animais que
receberam a dieta controle.

Nesta pesquisa, diferentemente do observado no grupo ISO, nas ratas
tratadas com estroprogestativo, na dose de 0,5 mg/kg foram observados sinais de
estimulacdo mamaria com presenca de metaplasia apdcrina, ectasia ductal com
secrecao focal.

Da mesma forma, Santos et al (2001), demonstraram que estrégenos
equinos conjugados, na dose de 0,05mg/dia, promoveram hiperplasia acinar
secretora em ratas ooforectomizadas, tratadas por trinta dias. Vicelli et al (2006)

observaram que em ratas castradas tratadas com benzoato de estradiol



(5,37mg/rata/dia) ocorreu desenvolvimento de alteragbes histolégicas como
hiperplasia moderada e atipias epiteliais, em um tratamento de dez semanas.

Conforme demonstrado pelo presente estudo, o tratamento crénico com
isoflavonas de soja, na dose de 10 mg/Kg, sugere que o uso de longa duragdo nao é
capaz de induzir alteracdes proliferativas sobre a mama de ratas ooforectomizadas.

Quanto a determinagdao do peso umido do utero, que é um 6rgao cuja
estimulacdo € dependente de hormébnios ovarianos, este trabalho demonstrou que
as isoflavonas de soja em tratamento prolongado, ndo foi capaz de induzir o
aumento do utero, que permaneceu com peso semelhante aos 6rgaos atrofiados em
decorréncia da ooforectomia (grupo OOF), cuja reducao foi 86%, em relacdo aos
animais falso operados.

Bahr et al (2005), observaram que o peso uterino de ratas Sprague-
Dawley ooforectomizadas e submetidas a dieta com ragédo enriquecida com soja,
durante 3 meses, apresentou-se reduzido em comparacdo aos das ratas intactas
alimentadas com dieta sem soja.

Outro estudo, realizado por Nakai et al, (2005), que também avaliaram o
peso umido do utero de ratas Sprague- Dawley expostas a uma dieta contendo
isoflavonas em duas concentragdes, 17,2 g/Kg e 34,4 g/Kg de ragéo, durante 3
meses, nao observaram nenhum efeito sobre o peso uterino.

Porém, a influéncia das isoflavonas em estimular o desenvolvimento
uterino pode estar relacionada com a dose administrada. Rimoldi et al, (2007),
verificaram que a genisteina, na dose de 5,4 mg/Kg utilizadas durante 3 meses, néo
provocou alteragdo no peso uterino quando comparado aos valores de animais
ooforectomizados. Entretanto, na dose de 54 mg/Kg promoveu um aumento do peso
umido do utero, cerca de duas vezes em relagdo ao grupo controle. Esse aumento,
entretanto, n&o foi suficiente para se igualar com os valores de peso uterino de ratas
com ovarios intactos. Ja, Mosquette et al., (2006) observaram um aumento de duas
vezes do peso uterino na dose de 300mg/kg de isoflavonas de soja, quando
comparado aos valores de animais ooforectomizados que receberam apenas o
veiculo, durante 21 dias de tratamento. Contudo, observaram que na dose mais
baixa (10 mg/Kg) de isoflavonas nao houve alteracdo no peso desse 6érgéao.

As isoflavonas de soja na dose de 157 mg/Kg também estimularam o
peso uterino quando foram utilizadas por um més, (YAMAGUCHI et al, 2001). As

ratas tratadas com isoflavonas apresentaram valores de peso umido do utero



maiores do que as ratas sem ovarios, porém nao tratadas, com uma tendéncia a se
aproximar dos valores de peso uterino de ratas que permaneceram com ovarios
intactos ou que fizeram uso de uma terapia estrogénica.

Estes estudos mostram, portanto, que a capacidade de estimular o
aumento do peso uterino esta diretamente relacionada com a dose de isoflavonas
utilizada. Portanto, a dose utilizada em nossos experimentos estimulou a maturacao
do epitélio vaginal sem, entretanto, aumentar o peso uterino.

Quando analisado o efeito do estroprogestativo sobre o peso umido do
utero, foi observado que a terapia estroprogestativa, utilizada na dose de 0,5 mg/Kg
por um periodo de seis meses, promoveu um aumento de 52% do peso uterino
quando comparado aos animais ooforectomizados nao tratados.

De modo semelhante, Rimoldi et al 2007, observaram um aumento de
cinco vezes o valor desse 6rgao, em ratas alimentadas com ragédo contendo 0,7 mg/
Kg de estradiol em comparagao ao grupo controle ooforectomizado, apds trés meses
de tratamento.

Mosquette et al, 2006, também verificaram que o efeito dos estrogénios
conjugados equinos (200 mg/Kg) ocasionou uma elevagéo cerca de duas vezes o
valor do peso do utero em relacdo aos animais ooforectomizados tratados por 21
dias. Portanto, esses dados demonstram que a terapia com estrogénio conjugado é
capaz de estimular o desenvolvimento do peso uterino, quando utilizado em um
tratamento prolongado.

Para confirmar os efeitos das isoflavonas sobre o desenvolvimento do
utero, foi realizada a analise histolégica do endométrio dos animais. A analise
desses orgaos demonstraram que o tratamento de 24 semanas com 10 mg/Kg de
isoflavonas de soja, ndo alteraram a morfologia endometrial se comparada ao tecido
do animal operagao simulada (OS) que apresentaram ovarios intactos. Em ambos os
grupos o epitélio apresentou-se dentro da normalidade, proliferativo e com estroma
denso.

Mosquette et al, (2005), também observaram as mesmas caracteristicas
endometriais quando utilizaram a genisteina na dose de 10 mg/Kg, durante 21 dias.

Entretanto, as isoflavonas de soja, promoveram o aparecimento de
metaplasia glandular, no endométrio, em uma pequena quantidade de animais que
consumiram ragao contendo isoflavonas na concentracdo de 34,4 g/Kg durante 3
meses (NAKAI et al, 2005).



Estudos clinicos também relatam um pequeno efeito proliferativo das
isoflavonas sobre o epitélio endometrial, como demonstrado por Unfer et al (2004),
que avaliaram o efeito de 150 mg diarios de isoflavonas sobre a morfologia uterina
de 179 mulheres pds-menopausadas, durante 5 anos. Este estudo mostrou que
somente 2,7% das pacientes apresentaram endométrio proliferativo e, 3,3% com
hiperplasia endometrial.

O estudo realizado por Wolff et al (2006), que avaliou o tratamento de 6
meses, com 80mg/dia de isoflavonas de soja em 32 mulheres menopausadas,
observou que 15,6% desenvolveram proliferacdo endometrial e 3,1% apresentaram
hiperplasia simples.

Da mesma forma do que ocorreu com o tecido mamario, a utilizagdo de
estroprogestativos, (0,5 mg/Kg) promoveu o desenvolvimento de alteracdes
significativas no epitélio endometrial dos animais do grupo EP. Foi observada
hiperplasia glandular e metaplasia escamosa. Esses achados em nossa pesquisa
foram semelhantes aos obtidos por Rimoldi et al (2007), que observaram em ratas
ooforectomizadas e tratadas com estradiol (0,7mg/kg), hiperplasia, hipertrofia e
metaplasia escamosa uterina, apos trés meses de tratamento hormonal. Murray et al
(2003), também observaram hiperplasia endometrial em mulheres poés-
menopausadas que receberam estradiol (0,5 mg/Kg) em um periodo de seis meses.

Apesar do emprego diferentes doses e tempos de tratamento, os estudos
clinicos e pré-clinicos corroboram com os resultados encontrados pela presente
pesquisa, demonstrando minima relagao entre o uso de isoflavonas de soja com
alteracbes endometriais.

Em relagdo a evolucdo ponderal durante as 24 semanas, as ratas
ooforectomizadas apresentaram um aumento de peso corporal quando comparadas
com o grupo operagao simulada (OS). Essa elevacdo, que apresentou o valor
maximo de 16% na quinta semana de tratamento, demonstrou que a deficiéncia dos
hormonios ovarianos esta relacionada com um maior desenvolvimento ponderal dos
animais. Este aumento de peso, porém, ndo esteve relacionado a estimulacdo no
consumo de alimento, pois, ndo houve alteragao na ingestao alimentar dos animais
castrados.

Vasconcellos et al (2004) também observaram que os animais

submetidos a ooforectomia bilateral apresentaram valores de peso corporal 10%



maiores que os de ratas que possuiam os seus ovarios integros, confirmando a
influéncia dos hormonios sexuais sobre o valor ponderal.

Entretanto, neste estudo, quando as ratas ooforectomizadas foram
tratadas com isoflavonas de soja ou estroprogestativo o peso corporal foi reduzido.

Rimoldi et al (2007), analisando o peso corporal de ratas Sprague-Dawley
submetidas a um consumo de ragao com genisteina na dose de 54 mg/Kg, por um
periodo de 3 meses, observaram que a genisteina promoveu uma diminuicido de
14% no peso corporal . Da mesma forma Kim et al (2005) observaram que a
genisteina, quando administrada juntamente com uma dieta rica em gordura a
camundongos, foi capaz de manter o peso corporal desses roedores equivalentes
aos pesos dos animais alimentados com uma dieta pobre em gordura.

Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa, os efeitos das
isoflavonas observados apds um a terapia diaria por seis meses, longo prazo, nos
parametros avaliados, nos permite sugerir que a dose empregada (10 mg/kg) por via
oral, é eficaz e segura, promovendo a maturagao do epitélio vaginal, estimulando de
forma discreta o epitélio uterino, porém nao alterando o epitélio mamario.

Além disso, ao confrontar os dados obtidos com a isoflavonas, a terapia
estroprogestativa diaria crénica, na dose usual encontrada na literatura (0,5 mg/kg)
promoveu a estimulagdo mamaria e endometrial em grau elevado, o que pode
favorecer o aparecimento de importantes sequelas para seus usuarios (RIMOLDI et
al,2007).

Outras avaliacbes como, na funcdo vasomotora e cardiaca, além da
determinagao da concentracéo sérica de lipidios e outros analitos e a histopatologia
de glandulas enddcrinas estdo sendo realizados para determinar os efeitos das

isoflavonas de soja e do estroprogestativo na terapia diaria de longo prazo.



8. CONCLUSOES

O uso prolongado das isoflavonas de soja foi capaz de reestabelecer a
maturacdo do epitélio vaginal de ratas ooforectomizadas, a semelhancga da terapia
estroprogestativa;

As isoflavonas de soja normalizaram parcialmente o peso corporal de
ratas com hipoestrogenismo.

A terapia com isoflavonas de soja mantém a atrofia do epitélio mamario
causada pela ooforectomia.

As isoflavonas de soja mantém os valores de peso uterino reduzidos,
semelhantes aos efeitos causados pela ooforectomia.

O uso crénico das isoflavonas de soja estimulou, de forma discreta, a

proliferagdo das células endometriais.
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ANEXOS



Fig - 09 - Fases do ciclo estral: Na fase proestro o esfregagco vaginal consiste
predominantemente células epiteliais nucleadas. A fase estro é caracterizada pela
presenca de células anucleadas. Na fase metaestro o esfregago apresenta uma
proporcdo semelhante entre, células epiteliais nucleadas, células epiteliais
anucleadas e leucdcitos, ja na fase diestro ocorre a predominancia de numerosos

leucécitos.



Figura 10 — Fotomicrografia do tecido mamario de rata do grupo falso operado
(FO). Presenca de fibrose periductal, adenose e vacuolo com material amorfo.
Aumento de 10X em coloragdo HE.

Figura 11 - Fotomicrografia do tecido mamario de rata do grupo
ooforectomizado. Presenca de fibrose e atrofia. Aumento de 10X em coloragao
HE.
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Figura 12 - Fotomicrografia do tecido mamario de rata do grupo ISO
(ooforectomizados e tratados com isoflavonas de soja, 10mg/kg, v.o., durante 24
semanas). Presenga de atrofia ductal, fibrose peritubular e infiltragdo adiposa.
Aumento de 10X em coloragdo HE

Figura 13 — Fotomicrografia do tecido mamario de rata do grupo EP
(ooforectomizados e tratados durante 24 semanas, v.o., com estrogénios
conjugados 0,5 mg/kg). Presenca de metaplasia apdcrina, ectasia ductal com
secrec¢do. Aumento de 10X em coloragéo HE.



Figura 14 - Fotomicrografia de corte histopatoldgico de endométrio de rata do
grupo operacgao simulada (OS), apos 24 semanas de tratamento. Visualizar o
epitélio glandular proliferativo com estroma denso. Aumento de 10x em coloragao
HE

Figura 15 - Fotomicrografia de corte histopatologico de endométrio de rata do
grupo ooforectomizado (OOF) ndo tratado, apdés 24 semanas. Observar
glandulas de tamanho pequeno com células cubicas simples e estroma denso.
Aumento de 10x em coloragao HE.



Figura 16 — Fotomicrografia de corte histopatologico de endométrio de rata
do grupo ISO (ooforectomizado e tratado com isoflavonas de soja,
10mg/Kg, v.o, durante 24 semanas). Semelhante ao grupo OS, o epitélio
glandular se apresenta proliferativo e com estroma denso. Aumento de 10x em
coloragéao HE.

Figura 17 - Fotomicrografia de corte histopatolégico de endométrio de
animal do grupo EP (ooforectomizado e tratado com estroprogestativo,
0,5 mg/Kg, v.o, durante 24 semanas). Observar areas com hiperplasia e
metaplasia escamosa. Aumento de10x em coloragéo HE.
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