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Estudo morfologico e molecular da mama de ratas castradas
tratadas com isoflavona ou estrogénios

Morphological and molecular effects of isoflavone and estrogens on the rat mammary gland

Ana Claudia Piovesan', José Maria Soares Junior?, Rejane Mosquette®, Manuel de Jesus Simdes®,
Ricardo dos Santos Simodes®, Edmund Chada Baracat®

RESUMO

Objetivo: avaliar os efeitos das isoflavonas e dos estrogénios sobre a morfologia, a morfometria e a expressao do fator de
crescimento vascular (VEGF) na mama de ratas adultas. Métodos: Quarenta e cinco ratas, ap6s 28 dias de ooforectomia,
foram divididas em trés grupos: CON — controle € os grupos que receberam medicagao: ISO —isoflavona (100 mg/Kg) e ECE
- estrogénios conjugados eqiiinos (50 ug/Kg). Apoés 60 dias, parte das mamas foram fixadas em formol a 10% para
processamento histologico, e outra parte congelada para a analise da expressdo do VEGF pela técnica da reagdo em cadeia
da polimerase com transcrigao reversa (RT-PCR). Para analise dos resultados obtidos foram utilizados inicialmente a analise
de variancia (ANOVA). Quando houve significancia, foi complementada com o teste de comparagdes multiplas de Tukey-
Kramer. Resultados: Nos grupos CON e ISO as mamas apresentaram glandulas mamarias atroficas, sendo mais desenvolvidas
no grupo ECE, onde se notou a presenga de inumeros ductos e de alvéolos mamarios. A morfometria mostrou maior nimero
de alvéolos no grupo ECE (12,3 £ 7,1* por mm?; p< 0,05%) do que nos outros grupos (CON=1,4+2,1eISO=1,6=+3,8), sendo
o volume dessas células maior (ECE=27,4 £ 9,7 um?, p <0,05%) do que nos grupos CON (14,9 4,9 um*) e ISO (11,4 +6,9
um?). O mesmo ocorreu em relagdo ao nimero de vasos sanguineos [16,4 £ 1,5 por mm?(CON), 18,4 +2,1 (ISO)<37,1 +4,1*
(ECE), p<0,05%]. Na analise do VEGF o grupo ECE apresentou maior expressao do que os grupos CON e ISO. Conclusio:
nossos dados ndo evidenciaram efeito proliferativo no tecido mamario de ratas ooforectomizadas tratadas com isoflavona
na dose de 100 mg/Kg durante 60 dias consecutivos.
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ABSTRACT

Purpose: to analyze the effects of isoflavones and estrogens on the morphology, morphometry and VEGF expression of the
adult female rat mammary gland. Methods: Forty-five adult female rats were oophorectomized; 28 days after surgery they were
divided into 3 groups of 15 animals each: CON - control (treated with propylenoglycol); ISO —isoflavones (100 mg/kg) and CEE
— conjugated equine estrogens (50 Lg/Kg). Drugs or vehicle were given orally once a day for 60 days. After this, the animals
were killed and the first pair of inguinal mammary glands was immediately removed; part of the material was processed for
routine histological study and the remaining tissue was frozen for further analyses of the expression of VEGF mRNA by means
of the RT-PCR technique. Results: We observed that mammary ducts were atrophic in the control (CON) and isoflavone-
treated (ISO) groups. In these groups the mammary glands were composed of a large concentration of adipose tissue with some
ducts and rare alveolar structures. In the CEE group the ducts were well developed with many buds and alveolar structures.
The number of mammary gland alveoli was higher in CEE than in the other groups (CON=1.4+2.1;ISO=1.6+3.8; CEE=12.3
+7.1 alveoli/mn?; p<0.05%); also, the cell volume was higher (CON=14.9+4.9;ISO=11.4+6.9; CEE=27.4+9.7um’, p<0.05%).
The same was observed with regard to the number of blood vessels (CON=16.4+1.5;ISO=18.4+2.1; CEE=37.1 £4.1 vessels/
mm?, p<0.05). The expression of VEGF in the CEE group was higher than in the other groups, which did not significantly differ
from each other in this respect. Conclusion: Our data did not show any proliferation effect in the mammary tissue of adult
oophorectomized rats treated with isoflavones (100 mg/kg) during 60 days.

KEYWORDS: Breast; Estrogens; Isoflavone; Morphology; Rats

Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina — UNIFESP — Sao Paulo (SP).
Graduanda; Bolsista do Programa Institucional de Bolsa de Iniciagdo Cientifica do (PIBIC) do CNPq
Professor Afiliado do Departamento de Ginecologia — UNIFESP — Sao Paulo (SP).

Pés-Graduanda do Departamento de Morfologia - UNIFESP - Sao Paulo (SP).

Professor Associado do Departamento de Morfologia — UNIFESP - Sao Paulo (SP).

Médico Residente do Departamento de Ginecologia - UNIFESP — Sao Paulo (SP).

Professor Titular do Departamento de Ginecologia — UNIFESP - Sao Paulo (SP).

Correspondéncia: José Maria Soares Junior

Rua Borges Lagoa, 512, apto. 152¢ — 04038-000 — Sao Paulo — SP - e- mail: baracat.gineco@epm.br
Trabalho financiado pela FAPESP (Processo n° 03/13407-0)

Recebido em: 24/ 1/2005 Aceito com modificacées em: 4/4/2005

Rev Bras Ginecol Obstet. 2005; 27(4): 204-9

oW



Estudo morfologico e molecular da mama de ratas castradas tratadas com isoflavona ou estrogénios 205

Introdugao

A melhora das condicoes de satide publica
levou ao aumento da expectativa de vida. Assim,
numero cada vez maior de mulheres alcanca o
climatério. Nessa fase, ha alteracoes fisiologicas
e clinicas decorrentes do hipoestrogenismo, como
fogachos, sudorese, nervosismo, irritabilidade,
insonia, cefaléia, vertigem, depressao, labilidade
emocional, diminuicdo da capacidade de
memorizacdo, parestesias, formigamento, palpi-
tacoes, mialgias, artralgias, atrofia urogenital e
diminuicao da libido!2.

Para diminuir esta sintomatologia, tem-se
utilizado a terapia hormonal (TH) com esteréides
sexuais representados predominantemente pelos
estrogénios isoladamente ou em associacdo com
progestagénios. A TH tem alguns beneficios para
a mulher climatérica, tais como diminuicdo dos
sintomas, melhora da atrofia urogenital e preven-
cao do desenvolvimento da osteoporose. Além dis-
so, alguns autores mostram que os estrogénios
podem aumentar a atividade neuronal, o nimero
de sinapses e retardar o inicio da doenca de
Alzheimer ou até diminuir o risco desta afeccao®*.

Contudo, a TH apresenta também aspectos
negativos, tais como aumento do risco relativo de
neoplasias hormoénio-dependentes, como no
endomeétrio e na mama, bem como o aumento do
risco de tromboembolismo?®. Além disso, algumas
pacientes podem apresentar outros efeitos
colaterais como mastalgia, aumento de peso
corpéreo, alteracao do perfil lipidico com aumento
do LDL colesterol, principalmente em relacao ao
progestagénio®.

Devido as complicacdées da terapia
estroprogestativa, alguns autores estdo investigan-
do novos farmacos que possam oferecer os benefi-
cios semelhantes ao estrogénio no climatério, en-
tre eles as isoflavonas, que sdo um grupo de fito-
estrogénios cuja estrutura molecular tem seme-
lhanca bioquimica com o 17B-estradiol, podendo
se ligar aos receptores estrogénicos. Funcional-
mente, podem apresentar atividade estrogénica e
antiestrogénica, dependendo dos érgaos alvos en-
volvidos™.

Estudos clinicos mostraram que as
isoflavonas levam a maior conversao de estradiol
em estrogénio hidroxilado, mas reduzem os niveis
de 170-hidroxiestrona, que € estimulador do can-
cer de mama. Estudos indicam que os fitoestrogé-
nios reduzem também a bioatividade dos
estrogénios, ocupando seus receptores, produzin-
do efeito antiestrogénico!'®!!.

Ha autores que contestam a acao protetora

das isoflavonas. Esses advogam que mulheres com
dieta rica em isoflavonas (altas doses) poderiam ter
proliferacao de lesdes pré-malignas e aumento de
risco de cancer de mama, sendo que o tempo de
exposicao seria o determinante para esse efeito!?.
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
das isoflavonas sobre a morfologia e morfometria
da mama de ratas adultas castradas e analisar a
expressao do VEGF no tecido mamario, visto ser a
literatura escassa e controversa no assunto.

Métodos

Foram utilizadas 45 ratas adultas (Rattus
norvegicus albinus), virgens, de aproximadamente
trés meses e peso médio de 180 a 210 gramas,
fornecidas pelo Centro de Desenvolvimento de
Modelos de Experimentacao (CEDEME) da Univer-
sidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de
Medicina. Este projeto foi aprovado pelo comité de
Etica da Universidade Federal de Sdao Paulo (Pro-
jeton®091/03).

Apos periodo de adaptacao de duas semanas,
todos os animais foram submetidos a exame
colpocitolégico por sete dias consecutivos e os que
apresentaram ciclos estrais normais foram sub-
metidos a ooforectomia bilateral. Para tanto, as
ratas foram anestesiadas previamente por via
intraperitoneal com cetamina (100 mg/kg) e
xilazina (20 mg/kg).

Ap6s 28 dias do ato cirtirgico, os animais fo-
ram divididos ao acaso em trés grupos iguais: CON
- controle (propilenoglicol); ISO - isoflavona (100
mg/kg, por dia)!® e ECE - estrogénios conjugados
equinos (50 pg/kg, por dia)'* (Wyeth-Ayerst
Laboratories). A composicdo da isoflavona foi a
seguinte: 52% de isoformas da genisteina; 40%
de isoformas da daidzeina e 8% de isoformas de
glicetina (Novasoy®). A administracéo dos farmacos
foi realizada por via oral (gavagem), durante 60 dias
consecutivos. Apos esse periodo, todos os animais
foram anestesiados e sacrificados. Fragmentos do
primeiro par de glandulas mamarias inguinais
foram removidos e colocados em formol a 10% para
processamento histolégico. Outros fragmentos da
mesma regido mamaria foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido para extracao de
RNA mensageiro.

Para rotina histolégica, ap6s 24 horas de fi-
xacéao, os fragmentos mamarios foram desidrata-
dos em etanol e processados para inclusao em
parafina. Os blocos foram submetidos a
microtomia, sendo realizados cortes de 3 um de
espessura. Quatro laminas de cada animal foram
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entdo submetidas ao método de coloracao pela
hematoxilina e eosina (H.E.).

Para o estudo morfomeétrico, efetuou-se a
captura e digitalizacdo de imagens, com o auxi-
lio de um programa de analise grafica por com-
putador Imagelab (Softium). Esta parte do traba-
lho foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Ginecologia da
Universidade Federal de Sao Paulo. As imagens
digitalizadas foram analisadas por subtracgao de
cores, separadas por colorimetria, quanto ao vo-
lume das células do epitélio alveolar. Ja a
quantificacdo do namero de alvéolos e de vasos
sanguineos foi realizada por contagem manual
em varios campos, perfazendo area de 1 mm? em
cada corte histolégico.

Os fragmentos das mamas mergulhados em
nitrogénio liquido foram homogeneizados em
TRIzol® Reagent (Life Technologies, Grand Island,
NY, USA) e seguiu-se a extracdo de RNA em todos
0s grupos para a transcricdo reversa combinada a
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).

Para a sintese do DNA complementar (DNAc)
foram utilizados 8,0 ug de RNA total, extraido de
cada amostra. As amostras foram incubadas com
1,0 ug/ml de oligo dT a 65°C por 5 minutos, para
se obter a primeira fita de DNAc. O DNAc obtido foi
utilizado como molde nas reacdées de PCR. Para

estes experimentos, foram utilizados primers es-
pecificos para o gene do fator de crescimento
vasculo-endotelial (VEGF) e como controle o da beta
actina. A Tabela 1 mostra a seqiiéncia e o tama-
nho dos produtos de amplificacdo, obtidos a partir
da reacao de RT-PCR.

A partir de uma amostra de RNA do poolde
cada grupo, realizamos a reacdo da transcricao
reversa do kit Superscript™ II RNAASE H reverse
transcriptase (Life Technologies).

A reacdo foi realizada por meio da amplifica-
cao, por PCR, ao longo de 45 ciclos em termociclador
(MJ Research PTC-200 Thermocycles, Watertown,
MA, USA) utilizando-se o kit Master Mix (Eppendorf®).
Os produtos de PCR assim obtidos foram submeti-
dos a eletroforese em gel de agarose e brometo de
etidio, sendo a intensidade luminosa das bandas
calculada por meio do software Kodak Digital Science
—EDAS 120 (Kodak®).

Para analise dos resultados obtidos foi uti-
lizada inicialmente a analise de variancia
(ANOVA). Quando houve significancia, foi
complementada com o teste de comparacoes
multiplas de Tukey-Kramer, com o propoésito de
observar se ocorreram diferencas significantes
entre os grupos. Foi fixado em 0,05 ou 5% (p<0,05)
o nivel de significancia.

Tabela 1 - Primers utilizados nas reagdes de RT-PCR. Os tamanhos esperados dos produtos de amplificagdo em pares de base estdo apresentados baseados na seqiiéncia do DNAc

do gene.

Iniciador Anelamento GeneBank Produto Seqiiéncia

VEGF 58°C NM_031836 568 pb S: 5- fgc acc cac gac aga agg aga - 3’
AS: 5-tcaccg ccttgg cttgtcaca t -3’

Beta-actina 55°C VO1217 189 pb S: 5-ttcctg ggt aag ttg tag tc - 3’

AS: 5'- agc act gitg ttg gca tag ag -3-

S = sense, AS = antisense, VEGF = vascular endothelial growth factor.

Resultados

Morfolégicos

Nos grupos CON e ISO as mamas estavam
representadas basicamente por ductos mamarios
imersos em grande concentracdo de tecido
adiposo. Os ductos mamarios apresentaram-se
constituidos por duas ou mais camadas de células
epiteliais rodeadas por fibras colagenas (Figura 1
- CON e ISO). Em alguns locais pode-se notar a
presenca de raros alvéolos mamarios, os quais sao
formados por apenas uma camada de células
epiteliais. Deve ser mencionado que no grupo ISO
identificaram-se alguns ductos e alvéolos com
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limen dilatado. No grupo ECE notou-se que a
mama estava constituida por inimeros ductos e
alvéolos mamarios. Os ductos apresentaram-se
constituidos por duas ou mais camadas de células
epiteliais de forma prismatica sendo os nucleos
volumosos ricos em eucromatina e nucléolos evi-
dentes. Os alvéolos mamarios eram numerosos,
estando agrupados formando l6bulos mamarios
(Figura 1 - ECE).

Morfométricos

Os resultados morfométricos estao expres-
sos na Tabela 2. Observar que o grupo ECE apre-
sentou maior numero de alvéolos por mm?
(12,3+7,1; p<0,05%) do que os outros grupos (1,4+2,1
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no CON e 1,6£3,8 no ISO), sendo o volume dessas
células maior (ECE=27,4+9,7 um?, p<0,05%) do que
nos grupos COM (14,944,9 um?) e tratado com ISO
(11,4£6,9 um?®), o mesmo ocorrendo em relacao ao
numero de vasos sanguineos por mm?[16,4+1,5
(CON), 18,4+2,1 (ISO), 37,144,1 (ECE), p<0,05%].

Al
-
q

Con’ ISO™N . ECE

Figura 1 - Fotomicrografias de porgdo do tecido mamério de ratas pertencentes aos
vérios grupos de estudo. CON - grupo controle, ISO - grupo tratado com isoflavonas e
ECE - grupo tratado com estrogénios conjugados eqliinos. Duc = ducto mamario, Alv =
alvéolo. HE = 150X.

Tabela 2 - Dados morfométricos do tecido mamério de ratas castradas controle (CON)
tratadas com o veiculo dos farmacos (propilenoglicol), com isoflavonas (ISO) ou um
conjugado de estrogénios eqtiinos (ECE) durante 60 dias (média + desvio-padréo).

Grupo CON ISO ECE
Parametro (veiculo) (isoflavonas) (estrogénios)
Nimero de alvéolos/mm? 1,4 + 2,1 1638 123+ 7,1*
Volume das células dos 14,9+49 114+69 274 +97*
alvéolos (um?)
NUmero de vasos/mm? 164 +15 184 + 2,1 371 +4,1%

*p<0,05 em relagédo a CON e ISO.

RT-PCR para o VEGF

Os resultados da eletroforese em gel de
agarose dos produtos do RT-PCR para o VEGF e para
a beta-actina estdo expressos na Figura 2. Em re-
lacdo a expressao do VEGF, o grupo ECE apresentou
maior positividade de expressao do que os grupos
CON e o tratado com ISO, sendo que nos grupos
CON e ISO a marcacao mostrou-se semelhante.

Discussao

As isoflavonas correspondem a mistura de
substancias que tém diferentes afinidades pelos
receptores de estrogénio, dentre essas, destaca-
se a genisteina, por apresentar maior atividade
estrogénica’®>. Em trabalho anterior utilizando o
mesmo tipo de isoflavonas determinou-se que a

dose de 100 mg/kg foi suficiente para aumentar
significantemente o peso do Uitero em ratas cas-
tradas!®. Como controle positivo no presente tra-
balho utilizamos estrogénios conjugados equiinos’*.

M Con IS0 ECE
EGF
v p=——3 e
— =
|
B-ACTINA | ! P fh 4
ﬂ- - |

Figura 2 - Eletroforese da expressdo do RNAm do gene VEGF e da -actina na mama
de ratas castradas (CON), tratadas com isoflavona (ISO) ou tratadas com estrogénios
conjugados eqtiinos (ECE). M = marcador.

Alguns autores mostraram que a genisteina
seria um preventivo para o desenvolvimento do
cancer de mama por apresentar propriedades
antiproliferativas!®, ao passo que outros mostra-
ram que este fito-hormonio estimularia o cresci-
mento de tumores estrogénio-dependentes!’. Pos-
sivelmente, este efeito estaria na dependéncia da
dose utilizada, pois experimentos in vitro mostra-
ram que a genisteina em concentragoées menores
que 10 umol/L, em células de cancer de mama
humana estrogénio-dependente (MCF-7), aumen-
taria a expressdo do RNA mensageiro do gene pS2
(marcador de proliferacao). Ja concentra¢oes mai-
ores de genisteina (>10 pumol/L) teriam acéo con-
traria, inibindo a proliferacao das células MCF-718.

Estudos realizados em ratas atimicas e oo-
forectomizadas que consumiram dieta enriquecida
com genisteina (750 ppm) por cinco dias consecu-
tivos mostraram aumento do ntimero e do tama-
nho dos ductos e das glandulas mamarias'!. Em
outro experimento, utilizando ratas adultas oofo-
rectomizadas implantadas com células de cancer
de mama humano (MCF-7), também se mostrou
proliferacdo celular com alimentos ricos em
genisteina'®. Além disso, outros estudos com cé-
lulas mamarias relataram propriedades
antiproliferativas da genisteina, como modulador
seletivo do receptor de estrogénio tipo beta, bem
como acao antioxidante, inducao da diferenciacao
e modulacao da apoptose, inibicao da topoisome-
rase II, do fator de crescimento tumoral beta 1 e
do fator de crescimento epidérmico?. Reforcando
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esses estudos, experimentos relatam que dieta
baseada em soja inibiria o crescimento do cancer
mamario induzido por carcinogénios?!, ao passo
que outros experimentos mostraram reducao do
numero de tumores mamarios em ratas ooforec-
tomizadas apds administracdo de genisteina.

Hawrylewicz et al.?! sugerem que este
hormoénio atuaria na diferenciacdo celular. Con-
tudo, este efeito desaparece apés longo tempo de
administracéo de genisteina. No nosso estudo, as
isoflavonas nado mostraram efeitos significantes
na proliferacdo mamaria (ntmero de alvéolos/
mm?, volume das células alveolares e nimero de
vasos sanguineos/mm?) quando ratas adultas fo-
ram tratadas por periodo de 60 dias. Talvez outros
estudos sejam necessarios, talvez por periodo mais
prolongado, para avaliar os efeitos tardios desse
composto no tecido mamario.

O fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) € uma familia de glicoproteinas que indu-
zem proliferacao vascular??, com pelo menos quatro
subtipos (A, B, C e D), dos quais o mais bem estuda-
do é o VEGF-A, critico para o desenvolvimento em-
brionario, e que esta envolvido na maioria dos pro-
cessos angiogénicos. O VEGF-B parece estar rela-
cionado com as coronarias. O VEGF-C esta implica-
do na formacao dos vasos linfaticos e o VEGF-D é
fator ainda pouco estudado?®. Em nosso estudo, foi
utilizado o VEGF-A, que esta relacionado com o pro-
cesso de angiogénese e intimamente relacionado
com os processos proliferativos. Como controle posi-
tivo indicativo da presenca do RNA na amostra utili-
zamos o RT-PCR para a beta-actina, a qual esta pre-
sente no citoesqueleto de todas as células de mami-
feros. E conhecido que o VEGF-A é influenciado pe-
los estrogénios em tecidos hormoénio-dependentes?.
Em nosso experimento, nota-se que os estrogénios
conjugados equinos estimularam esse fator na
mama de ratas, o mesmo nao ocorrendo com as
isoflavonas na dose administrada.

Ha outros autores que contestam a acao pro-
tetora das isoflavonas. Estes advogam que mulhe-
res com dieta rica em isoflavonas (altas doses)
poderiam ter proliferacao de lesdes pré-malignas
e aumento de risco de cancer de mama, sendo que
o tempo de exposicao seria o determinante para
este efeito!?. Contudo, outros estudos nao compro-
varam esta hipotese, nem os nossos resultados
sugeriram acéo proliferativa desses hormoénios no
tecido mamario.

No nosso estudo, deve ser ressaltado que o
composto de isoflavonas tem, além da genisteina
outras substancias que, por terem semelhanca es-
trutural e funcional com os estrogénios, poderi-
am modular o receptor de estrogénio?>2¢. No en-
tanto, nossos resultados nao evidenciaram efeito
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proliferativo no tecido mamario de ratas castra-
das quando submetidas por 60 dias consecutivos
a tratamento com isoflavonas.

O real mecanismo pelo qual as isoflavonas
influenciam este tecido ainda € controverso. Ape-
sar de os nossos resultados ndo mostrarem efeito
trofico na mama de ratas, recomendam-se ainda
os mesmos cuidados durante o seu uso para o ras-
treamento do cancer de mama que se preconizam
na vigéncia de tratamento com estrogénios.
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