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Efeitos das isoflavonas sobre 0 miomeétrio de ratas adultas

Effects of isoflavones on the adult rat myometrium

Rejane Mosquette!, Milena Pires de Campos Luciano Gomes?, Ricardo Santos Simdes®, Mauro Abi Haidar?,
Manuel de Jesus Simdes®, José Maria Soares Junior®, Edmund Chada Baracat’

RESUMO

Objetivo: avaliar as alteracbes no miométrio deratas apds o tratamento com isoflavonas, com parando-as as dos estrogénios,
por técnicas histologicas e morfoméricas. M étodos: 28 ratas adultas castradas foram divididas, ao acaso, em quatro grupos
quereceberam: GPropi — propilenoglicol; GExtr10 - extrato de soja (10 mgkg por dia); GExtr300 - extrato de soja (300 mgkg
por dia) e GEce- estrogénios conjugados equiinos (Ece - 200 ug/kg por dia). A pés 21 dias de tratamento, todos os animais
foram sacrificados, os Uteros retirados e pesados, e fragmentos dos cornos uterinos foram coletados e fixados em forma a
10% eprocessados parainclusio em parafina. Oscortes histoldgicosforam corados pelahematoxilina e eosina e examinados
em microscopi o acoplado a analisador de imagens para avaliagéio da espessura, nUmero de vasos sanguineos e de eosindfilos
nomiométrio. Osresultados obtidos foram submetidos a andlise de variéncia (ANOVA), seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Tukey-K ramer. Resultados: asisoflavonas, naconcentracao de 300 mgkg, induziram aumento significante na
espessurado miomério (GExtr300=256+5,0 mm)em relaco ao controle (GPropi=5,5+0,5 mm). O deito destaaltaé comparavel
ao efeito dos estrogénios (GEce=27,5+7,9 mm). Em dosesbaixas (10 mg/kg), osvalores foram similares ao controle. Além
diss0, asisoflavonas (GExtr300) induziram aumento no niimeo de vasos sangliineos (GExtr300=10,2+3,6/mm?; G Propi=35+1,6
vasosmm?) e de eosindfilos (GExtr300=4,3+0,9; GPropi=0,15+0,01 eosinéfilosmm?), igualmente com paraveis aos efeitos
obtidospd otratamento com Ece(GEce=9,2+1,1 eosinophilsmm?). Conclusio: asisoflavonasem dosesaltas (300 mgkg por
dia, durante 21 dias) tém efeito proliferativo no miomério deratas, semdhante ao dos estrogénios.
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ABSTRACT

Pur pose: to evduate histomorphometric changesin the rat myometrium upon treatm ent with isoflavones, as com pared with
edrogens, using histological and moarphometric techniques. M ethods: twenty-eight oophorectomized adult rats were randomly
divided into four treatment groups. GPropi = propylene glycol (control); GExtr10—10 mgkg soybean extract; GExtr300—300
mgkg soy bean extract; GCee — 200 pug/kg conjugated equine estrogens (Ceg). Drugs or drug vehicle were administered by
gavage once aday for 21 days. U pon sacrifice, the uteri were removed and weighed. Fragments of uterine hornswere collected
and fixed in 10% formaddehyde and processed for paraffin inclusion. T he histological sectionswere stained by hemaoxylin and
eosin and evaluated microscopically by means of an image analyzer to quantify the myometrial thickness and the number of
blood vessels and eosinophils. The data were studied by analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey-K ramer
multiple comparison test. Results: isoflavonesin the concentration of 300 mgkg induced asignificantincreasein the myometrium
thickness (GExtr300=25.6+5.0 mm) compared to control (GPropi=5.5+0.5 mm). T he effect of thishigh doseis similar to the
estrogen effect (GCee=275+7.9 mm). In low doses(10 mgkg), the effect was similar to contral. | soflavones (GExtr300) induced
also an increase in the number of blood vessels (GPropi=3.5+1.6; GExtr300=10.2+3.6 vesselsmm?) and of eosinophils
(CPropi=0.15£0.01; GExtr300=4.3+0.9 eosinophilsmm?). These effects were comparable to those produced by Ceetreatment in
GCe2(9.2£1.1 eosinophilsimm?). Conclusion: ahigh-dose treatment with isoflavones (300 mgkg per day, 21 days) elicited an
estrogen-like, highly sgnificant proliferative action on the rat myometrium.
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Introdugdo

Nas ultimas décadas, o niumero de mulheres
gue atingem a pés-menopausa tem se elevado con-
sideravelmente. Este fendmeno estéa relacionado,
entre outros, com a melhoria das condicdes de sau-
de publica e 0 aumento da expectativa de vidal.
Nessa fase, ha mudancas fisioldgicas e clinicas
decorrentes da faléncia ovariana, que se manifes-
tam, precocemente, com os sintomas vasomotores
(fogachos), sudorese, nervosismo, irritabilidade,
insbnia, cefaléia, vertigem, depresséao, labilidade
emocional, diminuicdo de capacidade de memori-
zacdo, parestesias, formigamento, palpitacdes,
mialgias, artralgias e diminuic&o da libido. Mais
tardiamente, ha atrofia da pele, distdrbios uroge-
nitais e alteracfes Osteo-articulares?3. Para mini-
mizar essas alteracdes, tem-se empregado a tera-
pia hormonal com esterdides sexuais, representa-
dos principalmente pelos estrogénios, de forma iso-
lada ou em associacdo aos progestagénios. Esta
terapia traz beneficios para a mulher, como dimi-
nuicdo dos sintomas, melhora da atrofia genital e
prevencéo de fraturas osteoporoticas®.

Apesar das vantagens da hormonioterapia, ha
aspectos negativos, como aumento do risco relativo
de algumas neoplasias hormodnio-dependentes, tais
como de endométrio e de mama, bem como maior
incremento do risco de doencgas cardiovasculares e
de tromboembolismo®. Além disso, as mulheres que
fizeram uso da associacdo de estrogénio com
progestagénio poderiam ainda ter outros efeitos co-
laterais indesejaveis, como mastalgia, aumento de
peso corporeo, alteracao do perfil lipidico, etc.S.

Assim, devido a essas complicacdes, varios
autores tém pesquisado farmacos que possam ofe-
recer os efeitos benéficos dos estrogénios na poés-
menopausa sem contudo apresentarem seus efei-
tos colaterais. Consequientemente, diversas subs-
tancias tém sido utilizadas. Entre essas, incluem-
se os moduladores seletivos dos receptores de estro-
génio (SERMs), como o tamoxifeno e o raloxifeno.
Entretanto, esses farmacos apresentam algumas
desvantagens, como reaparecimento ou aumento de
fogachos e risco elevado de trombose. Assim, outras
substancias alternativas tém sido pesquisadas, como
os fitoestrogénios, que poderiam agir sobre o recep-
tor de estrogénio em virtude de sua similaridade
estrutural quimica com os estrogénios’.

As isoflavonas podem agir como SERMs na-
turais ou fito-SERMS, visto que podem modular o
receptor de estrogénio®. Esse fato ajudaria a com-
preender sua acdo no alivio dos sintomas clima-
téricos, sobretudo nos fogachos, sem causar efei-
tos proliferativos no endométrio e na mama. Con-
tudo, estudos recentes mostram que o uso prolon-
gado de isoflavonas pode levar a proliferacao endo-
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metrial em mulheres na pés-menopausa®.

A dieta rica em isoflavonas pode estimular
0 aumento do volume uterino. As isoflavonas (ge-
nisteina e daidzeina), na proporcéo de 0,3 a 0,55
mg/g de alimento administrado a animais, cau-
saram aumento do volume uterino em ratas cas-
tradas?®. Verificou-se, também, que a ipriflavona,
uma isoflavona sintética, ndo estimula o cresci-
mento do leiomioma uterino em associacdo ao
analogo do GnRH**. Contudo, ndo hé trabalhos que
demonstrem que as isoflavonas poderiam estimu-
lar o miométrio. Tal fato motivou-nos a realizar o
presente estudo experimental. Desse modo temos
por objetivo avaliar a acao de isoflavonas no Utero
de ratas tendo como comparacdo os estrogénios
conjugados equinos.

Métodos

Utilizamos 40 ratas adultas (Rattus norvegicus
albinus), virgens, de aproximadamente trés me-
ses, com peso de 180 a 210 gramas. Os animais
foram fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento
de Modelos de Experimentacdo (CEDEME) da Uni-
versidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP—EPM).
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
UNIFESP—EPM (Projeto n°. 091/03).

Todos os animais foram mantidos em
biotério com condicdes de iluminacao e tempera-
tura ideais, alimentacdo com racao isenta de soja
e agua ad libitum. Os animais foram submetidos
inicialmente a exame colpocitolégico por 21 dias
consecutivos e 0s que apresentaram ciclos estrais
normais foram submetidos a ooforectomia bilate-
ral. Apos 28 dias do ato cirurgico, 28 ratas foram
divididas, ao acaso, em quatro grupos iguais, a
saber: GPropi - receberam apenas o veiculo (propi-
lenoglicol); GExtr10 - receberam baixas doses de
isoflavonas? (10 mg/kg, por dia); GExtr300 - rece-
beram altas doses de isoflavonas® (300 mg/kg, por
dia), e GEce - receberam estrogénios conjugados
eguinos (Ece), na dose de 200 ug/kg por dia*2.

As substancias foram administradas por
gavagem durante 21 dias consecutivos, sempre no
mesmo periodo do dia (das 16:00 as 17:00 horas).
As solucbes foram diluidas em propilenoglicol, pro-
duzindo-se solugbes homogéneas, de tal maneira
que cada animal recebesse 1,0 mL.

No ultimo dia, logo apds a administracéo das
substancias, todos os animais foram anestesiados
com cetamina (60 pg/g) e xilazina (16 pg/g), por via
intramuscular, e sacrificados, por decapitacdo, sendo
0 sangue colhido do tronco. Em seguida o soro foi
separado e armazenado a —20°C para as determina-
¢Oes de estradiol e progesterona. Em seqiiéncia fo-
ram retirados e pesados os Uteros, sendo separados



fragmentos do terco médio dos cornos uterinos de
cada animal e imersos em formol a 10% tamponado,
para fixagdo, por um periodo de 12 horas.

Apos a fixagdo, os fragmentos foram desidra-
tados e processados para inclusdo em parafina,
segundo as técnicas habituais. A incluséo foi rea-
lizada de tal maneira que pudéssemos observar,
nas laminas histolégicas, cortes transversais de
cada corno uterino. Na sequéncia, dos blocos fo-
ram obtidos cortes com 4 um de espessura, que
foram corados pela hematoxilina e eosina.

A avaliacdo histolégica e morfométrica foi
realizada com o auxilio de um sistema de captura
de imagens e analise pelo programa Axiovision 4
REL (Zeiss). Este processo consiste de um micros-
copio de luz (Axiolab Standard 20 da Carl Zeiss)
acoplado a uma videocadmera de alta resolucédo
(Zeiss), que transmite a imagem a um computa-
dor. Este procedimento foi realizado no Laborato6-
rio da Disciplina de Histologia da UNIFESP-EPM.

Para cada animal, foram feitas medicdes em
7 laminas, tendo sido analisados os seguintes
itens: espessura do miométrio, nimero de vasos
sanguineos e numero de eosindfilos presentes no
miométrio. A espessura do miométrio foi obtida
medindo-se a distancia da superficie interna da
camada muscular circular até o limite externo da
camada longitudinal, com o auxilio de uma linha
reta, sendo feita uma medida em cada quadrante
do corno uterino. Para a obtencao do namero de
vasos sanguineos e de eosindfilos foram contados
0s numeros desses elementos observados em area
de 1 mm?, na camada muscular circular.

Ao final do experimento foram dosados o
estradiol e a progesterona no soro por radioimuno-
ensaio, pelo método do duplo anticorpo (ICN
Biomedicals Inc., Costa Mera, CA, USA). Estas dosa-
gens foram realizadas no Laboratdrio Central do
Hospital S&do Paulo, UNIFESP-EPM. As amostras fo-
ram dosadas em duplicata. A porcentagem maxima
de reatividade cruzada destes kits é inferior a 0,01%.

Para a anélise dos resultados obtidos a mi-
croscopia de luz utilizou-se inicialmente a analise
de variancia (ANOVA). Quando houve significancia,
complementou-se com o teste de comparacfes
multiplas de Tukey-Kramer, com o propoésito de ob-

servar se ocorreu diferenca significante entre os
grupos. Foi fixado em 5% (p< 0,05) o nivel de signifi-

cancia para a rejeicao da hipdtese da nulidade.

Resultados

Nao houve diferencas significantes entre os
pesos corporais das ratas pertencentes aos varios
grupos de estudo, ao final do experimento (peso mé-
dio de todos os grupos 220,1+18,9). Com relacéo ao
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peso do Utero observamos que as ratas tratadas com
altas doses de isoflavonas ou de estrogénios apre-
sentavam maior média de peso uterino
(GExtr300=7,7+2,9 e GEce=7,5£3,1 g) (p<0,01) em
relacdo aos grupos GPropi e GExtr10 (GPropi=2,7+0,5
g e GExtr10=3,2+0,8 g). Ndo observamos diferencas
entre 0s grupos Nos niveis séricos de progesterona
(média dos grupos 1,7+0,7 ng/mL). No GEce, como
esperado, os niveis de estrogénios encontram-se
bem elevados em comparacdo com 0s outros gru-
pos (GEce=32,1+6,3 pg/mL, média dos outros gru-
pos =2,9+1,16 pg/mL) (p<0,001) (Tabela 1).

Tabela 1 - Pesos corporal e uterino e niveis séricos de estradiol e progesterona nos
varios grupos estudados. Os resultados sdo média + desvio padrdo de determinagbes
em duplicata. Para cada grupo, n = 7.

Grupos
GPropi GExtrl0 GExtr300 GEce
Peso corporal (g) 238,5+24,4 22734339 202,0+13,8 212,7+3,4
Peso uterino (g) 2,7405 3,240,8 7,7+2,9* 75+31*
Estradiol (pg/mL) 2,540,9 3,1+1,1 34+15 32,1+6,3*
Progesterona (ng/mL) 1,3+0,3 1,709 1,7+0,7 2,111

Os animais foram tratados durante 21 dias, por gavagem (volume final = 1 mL), como
segue: GPropi = propilenoglicol (controle); GExtr10 = isoflavonas 10 mg/kg; GExtr300
= isoflavonas 300 mg/kg; GEce = estrégenos conjugados eqinos 200 mg/kg. *p< 0,01
em relagéo ao grupo controle (GPropi).

As seccdes transversais dos cornos uterinos
dos animais pertencentes ao GPropi (controle) apre-
sentaram miométrio com espessura de 5,5+0,5 mm,
constituido por duas camadas de musculo liso bem
definidas, uma circular (interna) e outra longitudi-
nal (externa). As fibras musculares apresentaram
nudcleos pequenos e heterocromaticos, sendo que na
regido entre as camadas musculares observaram-
se indmeros vasos sanguineos (Figura 1A). O mes-
mo foi notado nos animais tratados com baixas doses
de isoflavonas (GExtr10=5,4+1,4 mm) onde a espes-
sura nao diferiu do grupo controle (GPropi=5,5+0,5
mm). No entanto, os grupos tratados com altas doses
de isoflavonas e estrogénios conjugados apresenta-
ram miométrio bem mais espesso (GExtr300=25,6+1,4
mm e GEce=27,5+7,9 mm; p<0,001), sendo que o
miométrio possuia nucleos mais ricos em eucroma-
tina e, entre as fibras musculares, numerosos
eosindfilos (Figural B, Ce D).
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Figura 1 A - Legenda na paglna segumte
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Figura 1 - Fotomicrografias mostrando cortes transversais dos Uteros das ratas pertencentes
aos varios grupos de estudo. Em A observar miométrio (Mio) de rata pertencente ao grupo
controle; em B miométrio de rata tratada com isoflavona 10 mg/kg; em C miométrio de rata tratada
com isoflavona 300 mg/kg e em D miométrio de rata tratada com estrogénios 200 pg/kg (HE).

Notamos haver aumento significante do na-
mero de vasos sanguineos no miométrio das ratas
tratadas com altas doses de isoflavonas e estrogé-
nios conjugados (GExtr300=10,2+3,6/mm? e GEce
12,9+3,9/mm?), sendo que 0 mesmo ocorreu em re-
lagdo ao numero de eosindfilos (GExtr300=4,3+0,9/
mm? e GEce=9,2+1,1/mm?) (Tabela 2).

Tabela 2 - Média e desvio padrdo da espessura do miométrio, niimero de eosintfilos e
de vasos sanguineos presentes no miométrio nos varios grupos estudados.

Grupos
GPropi GExtrl0 GExtr300 GEce

Espessura do
miométrio (mm)
Numero de vasos
sangliineos/mm?
Numero de eosindfilos/
mme 0,15+0,01 0,28+0,02 4,3+0,9** 9,2+1,1*
GPropi = propilenoglicol (controle); GExtr10 = isoflavonas 10 mg/kg; GExtr300 =

isoflavonas 300 mg/kg; GEce = estrdgenos conjugados equinos 200 mg/kg. *p < 0,001
e **p < 0,01 em relagéo ao grupo controle (GPropi).

55+0,5 54+14 25,6+5,0* 27,5+7,9*

35+16 4,9+17 10,2+3,6* 12,9+39*

Rev Bras Ginecol Obdiet 2006; 28(4). 227-31

Discussao

A ministracdo de esteréides sexuais, sobre-
tudo estrogénios, na pés-menopausa constitui hoje
motivo de grande preocupacao, devido a estimula-
¢do endometrial e ao aumento do risco de cancer
desta regido. Além disso, ha relatos do aumento do
volume de leiomiomas uterinos apds o tratamento
hormonal®3. Assim, o uso de substancias com pouca
acdo estimulatéria endometrial e miometrial seria
importante para o clinico. Por este motivo, procura-
mos avaliar o efeito das isoflavonas no miométrio.

Verificou-se que a ministracéo de dieta rica
em isoflavonas apresenta efeito tréfico sobre o Ute-
ro de ratas'®. Contudo, em humanos, nédo ha rela-
tos quanto a acao dessas substancias no leiomioma.

Diversos autores utilizaram em seus expe-
rimentos doses variadas e compostos com diferen-
tes concentracoes de genisteina e daidzeina. Além
disso, as ra¢gBes normalmente empregadas para
criacdo e manutencdo de animais em biotério
apresentam residuos de isoflavonas na sua com-
posicdo'®. Para nossa pesquisa foi confeccionada
racéo praticamente isenta de isoflavonas, pois néo
entrou na sua composicdo nenhum alimento que
contivesse essas substancias e que pudesse in-
terferir em nossos resultados.

Acredita-se que a acao estimulatéria das iso-
flavonas far-se-ia por sua a¢éo no receptor de estro-
génio, principalmente pela ativa¢do do receptor beta'®.
Em apoio a esta hipotese, nossos dados mostraram
haver grande numero de eosindfilos, em especial nas
areas mais préoximas ao miométrio, em ratas que
receberam grande concentracdo do extrato de soja.
Estudos prévios em nosso laboratério sugeriram que
a presenca de eosindfilos no Utero de ratas depende
da ativacdo do receptor de estrogénio*®.

Sabe-se que os eosindfilos, no adulto, séo for-
mados na medula 6ssea e entram na circulacgéo,
onde permanecem por pequeno periodo de tempo?S.
A eosinofilia induzida pelo estrogénio é dificil de ser
explicada, porém, os estrogénios ao que parecem
teriam forte efeito de dilatacdo nos vasos uterinos,
acelerando o crescimento do miométrio e do endo-
métrio, o que faz supor que a sua presenga no Utero
se correlaciona com o crescimento e remodelacdo
deste 6rgdo'’. Assim, o efeito das isoflavonas em al-
tas doses seria similar ao do estrogénio.

No extrato concentrado de soja, a genisteina
e a daidzeina sao referidas como as isoflavonas que
apresentam maior acdo estrogénica no Utero de
ratas. Estudos experimentais em ratas mostraram
gue doses entre 50 e 100 mg/kg ao dia de genistei-
na séo efetivas para estimular o crescimento dos
cornos uterinos e trofismo da citologia vaginal®®.
Outros autores reportaram auséncia de atividade
uterotropica da genisteina quando sua concentra-



¢ao fosse inferior a 2,5 mg/kg por dia, na alimen-
tacdo de ratas castradas®®. Em camundongas, do-
ses maiores que 5 mg/kg por dia foram necessa-
rias para se obterem efeitos uterotropicos?.

Experimentalmente, notou-se que ratas
Sprague-Dawley'® submetidas a administracdo de
genisteina eram mais sensiveis do que as Wistar'®.
Responderam com doses de 50 e 100 mg/kg por dia
de genisteina, apesar de nao se detectar aumento
da expresséo do c-fos, um dos marcadores da ativi-
dade estrogénica. Contudo, no Utero de ratas (DA/
Han) castradas foi relatada expressdo aumentada
desse marcador (c-fos) com a dose de 100 mg/kg por
dia'®. Nossos resultados mostraram que, com doses
de 300 mg/kg por dia, houve alteracdes significati-
vas no peso uterino e de modificagdes morfoldgicas
e morfométricas no miométrio. Esta concentracao
corresponde a 25 mg/kg de genisteina, ou seja, um
quarto da dose empregada no estudo anterior. E pos-
sivel que outros compostos presentes no extrato po-
deriam atenuar o efeito da genisteina.

Nossos resultados mostraram que o extrato de
soja em altas concentracdes pode estimular o cres-
cimento do miométrio de ratas adultas castradas, a
semelhanca do estrogénio, porém, em menor inten-
sidade. Este fato, se extrapolado para a espécie hu-
mana, deve alertar o ginecologista para que tenha
cuidado com a dose de isoflavona ministrada a pa-
ciente, como também com a duracéo da terapia.
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