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REesumo

Objetivo: Avaliar o efeito de altas doses de isoflavonas no ttero de ratas adultas castra-
das. Métodos: Ratas virgens ovariectomizadas (n = 40) foram tratadas por 30 dias conse-
cutivos com veiculo (GCtrl) ou genisteina nas concentragdes 42 (GES42), 125 (GES125) e
250 (GES250) pg/g de peso corporal ao dia. O extrato de soja e o veiculo (propilenoglicol)
foram administrados por gavagem. Ao final do experimento, foi realizada dosagem sérica de
17 B-estradiol e progesterona, avaliou-se o peso dos animais e dos tteros e foi feito exame
colpocitolégico. Fragmentos do ter¢o médio dos cornos uterinos foram fixados em formol
a 10% e processados para inclusio em parafina para estudo histoldgico. Cortes de 5 um de
espessura foram corados pelo HE e destinados a estudo em microscopia de luz. Analisou-se
a histomorfologia do endométrio, area endometrial, nimero e area ocupada pelas glandulas,
assim como a concentragao de eosinofilos presentes na lamina prépria. Os dados numéricos
obtidos foram submetidos a analise de variancia complementada pelo teste de Tukey-Kramer
(p < 0,05). Resultados: Verificou-se que o peso do utero, as dreas endometrial e glan-
dular e o nimero de glandulas e de eosindfilos foram maiores nos animais dos grupos
GES250 > GES125 do que nos outros grupos (GES250 > GES125 > GES42 = GCtrl; p < 0,05).
Os dados morfologicos mostraram proliferagio endometrial nos grupos ES125 e ES250, que
apresentavam endométrio mais desenvolvido que outros grupos. Em todos os animais do
grupo ES250 notou-se a presenga de metaplasia escamosa. Conclusao: A administragio de
isoflavonas em altas doses promove metaplasia escamosa no endométrio.

Unitermos: Isoflavonas; ovariectomia; utero; metaplasia; ratos.

SUMMARY

Effects of high-dose isoflavones on rat uterus

Objective: To evaluate the effects of high-dose isoflavones on the uterus of castrated adult
rats. Methods: Adult, ovariectomized virgin rats (n = 40) were treated by gavage during 30
consecutive days with vehicle (propylene glycol, group GCtrl) or different doses of genistein:
42 (group GES42), 125 (GES125), or 250 (GES250) pg/g body weight per day. Animals were
killed, weighed, vaginal and uterine samples were taken for cytologic evaluation, and serum
levels of 17 B-estradiol and progesterone were determined. The middle third of the uterine
horns was dissected, fixed in 10% formaldehyde and processed for paraffin inclusion; 5-pum
thick sections were obtained and stained with HE for further histological study under light
microscopy. The endometrial morphology and area, number and area of glands, and number
of eosinophils in the lamina propria were analyzed. ANOVA and the Tukey-Kramer test were
used for statistical analyses. Results: Uterine weight, endometrial glandular area, and number
of glands and eosinophils were all higher in GES250 > G125 than in the other groups (GES250
> GES125 > GES42 = GCtrl; p < 0.05). Morphological data showed signs of endometrial
proliferation upon treatment with genistein, especially in animals in GES125 and GES250
compared to other groups. In all animals in GES250, signs of uterine squamous metaplasia
were observed. Conclusion: A short treatment period with high daily doses of isoflavones can
promote endometrial squamous metaplasia in ovariectomized rats.

Keywords: Isoflavones; ovariectomy; uterus; metaplasia; rats.
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EFEITOS DAS ISOFLAVONAS EM ALTAS DOSES SOBRE O UTERO DA RATA

INTRODUCAO

A atrofia do sistema genital feminino decorrente do hipoes-
trogenismo ¢ uma condi¢do frequente na pés-menopausa,
geralmente associada a sintomas vaginais ou urindrios tais
como ressecamento, prurido, desconforto, dispareunia,
disuria, urgéncia urinaria'. Além disso, o hipoestrogenis-
mo pode causar diversas alteragdes organicas que podem
levar a sintomas vasomotores, doencgas cardiovasculares,
osteoporose, distirbios cognitivos, perda de massa dssea
e alteragdes urogenitais®

A terapia hormonal (TH) é classica para o alivio dos
sintomas vasomotores na poés-menopausa, em especial
dos fogachos e da atrofia urogenital. No entanto, devido
a efeitos colaterais possiveis sobre a mama e o utero, ou
seja, a ocorréncia maior de cdncer de mama e hiperpla-
sia endometrial, outras alternativas terapéuticas tém sido
buscadas®*.

Nos ultimos anos, as isoflavonas se tornaram alterna-
tiva @ TH por serem consideradas mais seguras, visto que
sao substancias agonistas do estrogénio e possuem fraca
atividade estrinica®. As isoflavonas representam os fitoes-
trogénios mais estudados e sdo encontradas principalmen-
te em derivados da soja, tendo como principais elementos
ativos a genisteina, daidzeina, biochanina A e formonone-
tina®. A genisteina é o mais ativo e abundante da soja’.

No entanto, apesar de sua eficicia ter sido investigada
em inumeros ensaios clinicos, a maioria deles ndo conse-
guiu mostrar sua a¢do no epitélio vaginal, nem debelar os
sintomas vasomotores®®. Chiechi et al.'” referem que iso-
flavonas administradas na pés-menopausa por longos pe-
riodos apresentam efeito tréfico sobre o epitélio vaginal.
Os autores atribuiram o fato a exposi¢do prolongada aos
fitoestrogénios na dieta. Ferrari'!, por sua vez, refere que
altas doses de isoflavonas, particularmente de genisteina,
podem ser utilizadas para tratar fogachos em mulheres na
pos-menopausa, tendo um perfil de seguranca muito bom.

Estudos epidemiologicos mostram que os fitoestrogé-
nios associam-se a redugdo no risco de cincer estrogénio-
dependente'>". Em estudos in vitro, em especial com ge-
nisteina, ha indugdo de apoptose de células com receptores
para estrogénios em tumores mamarios e no colo uterino™.

No campo experimental, in vivo, ha inumeros traba-
lhos, em especial em ratas, mostrando a¢do trofica das
isoflavonas sobre o genital feminino. Contudo, nio foi
adequadamente avaliada a resposta desse sistema frente
a altas doses"7. Nesse sentido, o presente artigo propde-
se a estudar a ac¢do das isoflavonas em altas doses sobre a
morfologia do endométrio de ratas.

MEgTopos

Trabalho experimental, prospectivo, duplo-cego, ran-
domizado, no qual foram usadas ratas (Rattus norvegi-
cus albinus) adultas, virgens, pesando aproximadamente
250 gramas, fornecidas pelo Centro de Desenvolvimen-

to de Modelos de Experimentagdo (CEDEME), da Uni-
versidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Me-
dicina (UNIFESP/EPM). Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/EPM (parecer
n° 0749/07).

Droga

O extrato de soja utilizado no presente estudo possuia
42,6% de isoflavonas totais. Desse conteudo, aproxima-
damente 36% era de genisteina, 62% de daidzeina e 2%
de gliciteina (incluindo as isoformas das isoflavonas).
Do restante do extrato 57, 4% era constituido de proteinas
(Zhonshan Road, Dalian, China).

ANIvAIS

Foram utilizadas 40 ratas adultas, virgens, de aproxima-
damente 90 dias, pesando em média 250 g, da linhagem
Wistar EPM-1(Rattus norvegicus albinus). Os animais
foram inicialmente levados para o Biotério da Discipli-
na de Histologia e Biologia Estrutural, sendo confinados
em gaiolas plasticas com tampas gradeadas de metal, a
temperatura de 22°C, sob iluminagio artificial produzida
por lampadas fluorescentes da marca Philips, modelo luz
do dia, com 40 W de poténcia, com fotoperiodo claro e
escuro de 12h cada. Os animais foram submetidos a exa-
mes colpocitologicos por 21 dias consecutivos e os que
estavam em ciclo estral normal foram submetidos a ova-
riectomia bilateral.

Apds 28 dias de ovariectomia, os animas foram rando-
micamentedivididosemquatrogrupos,asaber: GCtrl(con-
trole) - recebeu propilenoglicol; GES42 - recebeu 42 pg/g,
por dia, de genisteina; GES125 - recebeu 125 ug/g, por
dia de genisteina, e GES250 - recebeu 250 pg/g de genis-
teina por dia.

As substancias foram ministradas diariamente por um
periodo de 30 dias consecutivos, diluidas em 1,0 mL de
propilenoglicol e administradas, no inicio do fotoperiodo
claro, em torno das sete horas, por gavagem.

Na ultima semana do experimento, foram realizados
exames colpocitoldgicos didrios, que foram corados pelo
método de Harris-Shorr, para averiguar o estimulo do
fito-hormonio. Para tanto, com o auxilio de uma haste de
algodio (cotonete) embebida em soro fisioldgico, que foi
introduzida no 6stio da vagina. Retirou-se material do ld-
men vaginal, o qual foi depositado sobre lamina histologi-
ca, que foi rapidamente mergulhada em solugio de etanol
e éter (1:1) durante 10 minutos. Ao final desse periodo, o
material foi corado pelo método Shorr-Harris.

OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Apds 30 dias do inicio da administragdo dos farmacos,
todos os animais foram inicialmente pesados em balanga
semianalitica e posteriormente anestesiados com xilazina
(20 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg), por via intraperitoneal.
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