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Resumo: O climatério é o periodo da vida feminina no qual o organismo sofre mudancgas no metabolismo
decorrentes da queda estrogénica, resultando em efeitos sobre os principais sistemas, influenciando
na qualidade de vida e comportamento da mulher. Para tratamento, se utiliza a reposicao hormonal de
estrogeno. Contudo, essa opgao tem trazido muitos efeitos colaterais, inclusive o desenvolvimento de
neoplasias. Como alternativa a aliviar tais efeitos, tém sido utilizados fitoestrégenos, pois exercem acdo
agonista do horménio em seus receptores sem causar os efeitos colaterais indesejados. Este trabalho tem
como objetivo avaliar os efeitos das isoflavonas de soja sobre o Utero, consumo alimentar, peso corporal e
ciclo estral de ratas ooforectomizadas. Foram utilizadas ratas wistar submetidas a ooforectomia e por 90
dias foram tratadas diariamente de acordo com o grupo de estudo: ooforectomizadas tratadas com placebo,
ooforectomizadas tratadas com isoflavonas de soja, ooforectomizadas tratadas com benzoato de estradiol
e grupo falso-operado. As ratas tratadas com isoflavonas de soja tiveram o ciclo estral regular semelhante
ao grupo falso-operado. Porém, apresentaram perda ponderal similar ao grupo do tratamento hormonal.
Palavras-chave: Isoflavonas. Utero. Ratas. Hormonal.

Abstract: The climacteric is the period of life in which the female body goes through changes in metabolism
following a strogenic fall resulting in effects on the major systems influencing the quality of life and behavior
of women. For treatment is used estrogen replacement therapy. Yet it has brought many side effects,
including cancer development. As an alternative to alleviate such effects, phytoestrogens have been used
because exert hormone agonist to its receptors without causing unwanted side effects. This study aims
to evaluate the effects of soy isoflavones on the uterus, food intake, body weight and estrous cycle in
ovariectomized rats. We used Wistar rats underwent oophorectomy and were treated for 90 days daily
according to the study group: ovariectomized and treated with placebo, ovariectomized treated with soy
isoflavones, ovariectomized and treated with estradiol benzoate and false-operated group. The rats treated
with soy isoflavones had regular estrous cycle similar to the false-operated group. However, showed similar
weight loss to the group of hormone treatment.

Keywords: Isoflavones. Uterus. Rats. Hormone.

Resumen: El climaterio es el periodo de la vida en la que el cuerpo de la mujer pasa por cambios en el
metabolismo como consecuencia de una caida estrogénica y afectando los sistemas principales que influyen
en la calidad de vida y comportamiento de la mujer. Como tratamiento se emplea la terapia de reemplazo
de estrégeno. Sin embargo, esto ha traido muchos efectos secundarios, incluyendo el desarrollo de cancer.
Como una alternativa para aliviar esas consecuencias han sido utilizados fitoestrégenos, los cuales ejercen
una accién agonistas del hormonio en sus receptores, sin causar efectos secundarios no deseados. Este
estudio tiene como objetivo evaluar los efectos de las isoflavonas de la soja en el Utero, en la ingestidén de
alimentos, en el peso corporal y en el ciclo estral en ratas ovariectomizadas. Se utilizaron ratas Wistar que
se sometieron a ovariectomizacién y fueron tratadas diariamente durante 90 dias de acuerdo con el grupo
de estudio: ovariectomizadas y tratadas con el placebo, ovariectomizadas tratadas con isoflavonas de soja,
ovariectomizadas y tratadas con benzoato de estradiol y el grupo de falso-operado. Las ratas tratadas con
isoflavonas de soja con presentaron un ciclo estral regular de manera semejante al grupo de falso-operado.
Sin embargo, mostraron una pérdida de peso similar al grupo de tratamiento hormonal.

Palabras clave: Isoflavonas. Utero. Ratas. Hormonal.

* Trabalho premiado durante o XXII Encontro do SEMIC realizado na UFMA entre os dias 25 a 27 de outubro de 2010.

Artigo recebido em fevereiro 2011
Aprovado em margo 2011

Cad. Pesq., Sao Luis, v. 18, n. 1, jan./abr. 2011. 74



Avaliacdo dos efeitos das isoflavonas de soja em ratas com hipoestrogenismo induzido

1 INTRODUCAO

O climatério é uma fase de transigdao da
vida feminina compreendido entre o final da
menacme até a senilidade, ou seja, a transi-
cdo entre o periodo reprodutivo e o nao re-
produtivo da mulher (MIRANDA et al., 2010).
As principais sintomatologias desta fase sao:
fogachos, sudorese noturna, cefaléias, alte-
ragcdes no metabolismo désseo, cardiovascu-
lar, depressao, irritabilidade, perda da libido,
fadiga (PARDINI, 2007).

A idade estimada para inicio da menopau-
sa é de 51,2 anos (PEDRO, 2003). A popula-
cdo brasileira € composta por cerca de 189,6
milhdes de pessoas (IBGE, 2008), sendo mais
da metade dela constituida pelo sexo femini-
no do qual um terco de vida corresponde ao
climatério (POLISSENI et al., 2009).

Ha aspectos negativos relacionados a
hormonioterapia no tratamento dos sintomas
indesejaveis do climatério como aumento dos
riscos relativos de algumas neoplasias hor-
monio-dependentes, tais como endométrio e
mama, aumento de peso corpdreo, alteragdo
do perfil lipidico (MOSQUETE et al., 2006).
Uma das alternativas para evitar a agdao ne-
gativa da terapia de reposicdo hormonal é o
uso dos fitoestrégenos. Destes, o mais eficaz
sdo as isoflavonas de soja (HAN et al., 2002).

A resposta ocorre devido aos sitios de
ligagdo dos receptores. No endométrio e
nas glandulas mamarias, existe o receptor
alfa (SHEARMAN et al., 2003; KUIPER et al.,
1997). O receptor beta, presente no tecido
0sseo e no sistema nervoso central, também
possui ligacdo com os receptores estrogénicos
(TAYLOR et al., 2009). A semelhancga quimica
das isoflavonas com os estrogénios € res-
ponsavel pela sua habilidade em se ligar aos
receptores estrogénicos (MURKIES; WILCOX;
DAVIS, 1998).

O uso do modelo animal como as ratas
da espécie Rattus norvegicus permite a ava-
liacdo do efeito direto dos horménios sobre o
endomeétrio. Muitos estudos pré-clinicos uti-
lizam esta espécie animal na avaliagdo dos
efeitos de fitoestrégenos em modelos de hi-
poestrogenismo (MOSQUETTE et al., 2006).

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas ratas Wistar da espécie
Rattus norvegicus, variedade Albinus, prove-
nientes do Biotério da UFMA. Para o desen-
volvimento do projeto, foram utilizadas ratas
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adultas com 75 dias de idade e com pesos va-
riando entre 150 e 200 gramas, com acesso
ad libitum a comida (racao) e agua e mantidas
sob ciclo claro/escuro de 12 horas, em tempe-
ratura de 20 a 250 C.

2.1 Grupos experimentais

a) Grupo Falso-operado (FO) - constituido
por ratas submetidas a uma falsa cirur-
gia, ou seja, foi realizada uma incisdo
transversal bilateral acima da fossa
iliaca de aproximadamente 2 cm e, pos-
teriormente, foi realizada a sutura, sem
a ocorréncia da retirada dos ovarios;

b) Grupo ooforectomizado e tratado com
Benzoato de estradiol (BE): apods 21
dias da ooforectomia, as ratas foram
administradas com benzoato de estra-
diol na dose 10 pg/Kg, por via subcuta-
nea, por um periodo de trés meses;

c) Grupo Ooforectomizado e tratado com
o fitoestrogeno(ISO): apds 21 dias da
ooforectomia, as ratas foram admi-
nistradas via oral, por um periodo de
trés meses, na dose 100 mg/Kg de
peso do animal;

d) Grupo ooforectomizado e tratado com
salina (OOF): apds 21 dias da ooforec-
tomia, as ratas foram administradas por
via oral, por um periodo de trés meses,
com solugao salina 0,9% (1ml/Kg de
peso do animal).

2.2 Sequéncia experimental

Este estudo foi do tipo experimental rando-
mizado, realizado por um periodo de 4 meses.

2.2.1 Determinacdo do ciclo estral

A determinacdo do ciclo estral foi reali-
zada através da analise do esfregaco vaginal
coletado diariamente. A coleta do material
vaginal foi realizada sempre entre 8 e 10
horas da manha (DIEL; VOLLMER; SCHMIDT,
2002). A coleta da secrecao vaginal foi re-
alizada com o auxilio de uma micropipeta
contendo 20uL de solucdo fisioldgica e in-
troduzida na vagina dos animais em uma
profundidade de aproximadamente 0,5 cm
de intréito vaginal (MARCONDES; BIANCHI;
TANNO, 2002).

O material colhido foi colocado em lamina
de vidro na forma de camada fina e visualizado
em microscopio éptico, onde foram observa-
das as caracteristicas celulares para a identifi-
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cacdo das fases do ciclo estral (MARCONDES;
BIANCHI; TANNO, 2002).

2.2.2 Determinacdo do peso corporal dos
animais

Durante todo o periodo de tratamento,
foi realizado o controle de peso corporal das
ratas determinado por meio da pesagem dos
animais numa freqUéncia de trés vezes por
semana. Este parametro foi utilizado para
acompanhar o desenvolvimento ponderal das
ratas e também para determinar o volume das
drogas administradas diariamente.

2.2.3 Determinagdo do consumo de alimento
(racdo) dos animais

Durante todo o periodo do experimento,
foi realizado o controle do consumo de racao
das ratas. A ingesta de racdo dos animais foi
determinada em dias alternados na semana,
sendo ofertada 300g de racdo. As sobras de
racdo foram pesadas e subtraidas pela quanti-
dade total ofertada e divididas pela quantida-
de de ratas em cada gaiola e pelo nimero de
dias em que foi consumida. Com base neste
calculo, foi determinado o consumo de racdo
diaria por rata em cada gaiola.

2.2.4 Ooforectomia

Durante a realizacao deste procedimento,
as ratas foram anestesiadas com a associa-
cao dos anestésicos cloridrato de quetamina
(100mg/kg) e cloridrato de xilazina (14mg/
kg). Foram realizadas a tricotomia e a assep-
sia de regido ventral dos animais (fossa iliaca)
e, posteriormente, a incisdo transversal bila-
teral nas regides da fossa iliaca. Os ovarios e
as trompas foram identificados. As trompas
foram ligadas com fio de sutura e os ovarios
isolados e retirados apos ligadura. Poste-
riormente a incisdo, foi realizada a sutura
da parede muscular e, em seguida, da pele
(VASCONCELLOS et al., 2004).

2.2.5 Tratamento hormonal dos animais oofo-
rectomizados

ApoOs 21 dias da ooforectomia e compro-
vacdo do anestro, pela analise do esfregaco
vaginal, foi iniciado o tratamento dos animais
por via oral, diariamente, com fitoestrogeno
diluido em salina e, por via subcutdnea, ben-
zoato de estradiol, diluido em déleo de milho
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filtrado. O tratamento teve duragao de 14
semanas, conforme descrito na distribuicao
dos grupos experimentais.

2.2.6 Determinacdo do peso uterino

Apos a eutandsia das ratas, por exsanguina-
cao, o intestino foi rebatido para melhor exposi-
cdo do Utero. Posteriormente, foi retirada toda a
gordura aderida na extensao dos dois lobos. Em
seguida, foi realizada a determinacdao do peso
umido do Gtero, em balanca analitica de preciséo.

2.2.7 Coleta do sangue e andlise bioquimica

Apés o periodo de tratamento, as ratas de
todos o0s grupos experimentais foram aneste-
siadas com Quetamina (100mg/kg) e Xilazina
(14mg/kg) intraperitoneal. Posteriormente,
foi feita uma incisdo abdominal para identi-
ficacdo e puncdo da artéria aorta abdominal,
de onde foi coletado sangue, com auxilio de
scalpe (n° 21), em tubos de ensaio. Apods
este procedimento, foi realizada, imediata-
mente, a extracao do soro por centrifugacao
(3000 rpm/10 min), favorecendo a coagula-
¢ao do sangue por incubagcao em banho-ma-
ria a 37°C, durante 10 minutos. As dosagens
quantitativas foram realizadas utilizando-
-se 0 espectrofotdmetro para a determina-
cdo dos seguintes parametros bioquimicos:
Creatinina, Glicose, Transaminase Oxalacé-
tica, Transaminase Pirtvica, Acido Urico e
Uréia; utilizando-se a técnica, comprimento
de onda e referéncias de acordo com o ele-
mento dosado e orientacao do fabricante dos
reagentes (LABTEST®).

3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Determinacgao do ciclo estral

A analise da frequéncia do ciclo estral foi
baseada na caracterizacdo de cada fase de
acordo com a proporcgdo entre trés tipos celula-
res: células epiteliais nucleadas, células corni-
ficadas e leucdcitos. Durante as duas semanas
de controle do ciclo estral, todas as ratas apre-
sentaram o ciclo regular, ou seja, apresentan-
do quatros fases do ciclo estral.

Nos animais que foram ooforectomizados, a
analise do esfregago vaginal, durante o periodo
de pos-ooforectomia (3 semanas), mostrou que
esses animais se apresentavam em anestro. Ja
a analise do esfregaco vaginal do grupo falso-
-operado mostrou que esses animais apresen-
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tavam-se com o ciclo estral regular, com as
quatro fases distintas (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncias das fases do ciclo estral das
ratas dos grupos falso-operado (FO), ooforetomizado
(OOF), ooforectomizado e tratado com isoflavonas de
soja (ISO) e ooforectomizado e tratado com benzoato
de estradiol (BE), durante 14 semanas de tratamento.

FREQUENCIAS DO CICLO ESTRAL(%)
GRUPOS DE
TRATAMENTO
PROESTRO| ESTRO |METAESTRO| DIESTRO
FO 29,3 25,7 29,8 15,2
OOF 2,4 0,04 17,8 79,8
IsO 21,6 24,7 24,9 28,8
BE 3,5 91,1 2,3 3,1

Verificou-se que o grupo tratado com iso-
flavona de soja (ISO) na dose de 100mg/Kg/
dia por um periodo de 14 semanas apresen-
tou a frequéncia do ciclo estral semelhante a
do grupo falso-operado (FO), com as quatro
fases do ciclo (tabela 1), sugerindo desta
forma, uma simulagdo hormonal fisioldgica,
que apresenta alternancia entre a fase estro-
génica e a progesterbnica, de forma seme-
Ihante a das ratas as quais permaneceram
com seus ovarios intactos. Estes dados estdo
de acordo com a literatura. Durante o ciclo
estral de ratas, bem como em outros animais,
sdo observadas fases de atuacdo do estroge-
no (proestro e estro) e da progesterona (me-
taestro e diestro) (CONCEICAO et al., 2005).

Tabela 2 - Avaliagdo Bioquimica de compostos sé-
ricos de ratas dos grupos falso-operado (FO), oo-
foretomizado (OOF), ooforectomizado e tratado
com isoflavonas de soja (ISO) e ooforectomizado
e tratado com benzoato de estradiol (BE), duran-
te 14 semanas de tratamento.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Glicose 120,4 £ 8,329 144,2 £ 14,81 106,9 + 0,5807 132,8+ 15,43

Creatinina 0,46 £ 0,0163 0,5+0,03162 0,48 £ 0,04014 0,47 £ 0,04787

Ureia 62,2+3,119 61,2+2,634 56,1+2,722 62,7 £ 5,949

Acido Urico 2,2+0,1681 1,9 £ 0,02449 2,3%0,02921 1,9 £ 0,09574

TGO 121,5 £ 6,640 132,4+12,1 107,7 £ 14,68 101,8 £ 20,69

TGP 69,9 £ 3,060 52,2+6,111 47,5+ 3,973 53,2 +3,092

3.2 Determinacgao do peso corporeo

Durante o periodo de tratamento de 14
semanas, houve diferencga significativa entre
0s grupos na analise ponderal, conforme mos-
trado no grafico 1.
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Grafico 1 - Evolugdo ponderal (g) de ratas dos gru-
pos falso-operado (FO), ooforectomizado (OOF),
isoflavonas (ISO) e benzoato de estradiol (BE), du-
rante 14 semanas de tratamento. Os pontos e bar-
ras verticais representam a média + erro padrdo. *
significa diferenga do grupo OOF em relagao ao ISO
e #significa diferenca do grupo OOF em relacdo ao
BE. ANOVA, Newman Keuls, (p<0,05), n=6a 12
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Na analise do ganho ponderal, foi observada
variagao significativa entre os grupos que recebe-
ram benzoato de estradiol (BE) e isoflavonas de
soja (ISO) em relagcdo ao grupo ooforectomizado
(OOF), de acordo com a variancia ANOVA — New-
man-Keuls (p<0,05).

Segundo Torrezan et al. (2008), as isofla-
vonas aumentam a lipdlise em adipdcitos isola-
dos de ratos e diminuem a lipogénese no tecido
adiposo branco de ratas ooforectomizadas. De
acordo com Pantaledo et al. (2009), a ooforecto-
mia promove um aumento importante na massa
corporal, revertida pelo tratamento com o Benzo-
ato de Estradiol na dose de 0,7 ug/Kg/dia durante
21 dias de tratamento. Assim sendo, o tratamen-
to crénico com o Benzoato de estradiol na dose de
10pg/Kg/dia por 14 semanas reverteu o aumento
da massa corporal das ratas, induzido pela oo-
forectomia. No grupo tratado com isoflavonas
de soja, também houve redugdo significativa de
peso corporal das ratas, iniciado em periodo an-
terior ao observado no grupo BE (Grafico 1).

3.3 Consumo de racao dos animais

Em relagdo ao consumo de racdo, durante
as 14 semanas de tratamento, houve diferen-
gas significativas entre os grupos. O grupo o0o-
forectomizado, alimentado com isoflavonas de
soja nas concentracdoes de 100g/Kg e 200g/
Kg de ragdao, mostrou aumento significativo no
consumo de racao durante 12 semanas (BAHR
et al. 2005). Analisou-se a utilizagdo das iso-
flavonas de soja na dose de 100mg/Kg/dia
durante o tratamento e houve reducao signi-
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ficativa no consumo de racao em relagao aos
outros grupos (Grafico 2).

Grafico 2- Quantidade de racdo consumida por
rata/por dia (g/d) em cada semana pelos gru-
pos falso-operado (FO), ooforectomizado (OOF),
isoflavonas (ISO) e benzoato de estradiol (BE),
durante 14 semanas de tratamento. Os pon-
tos e barras verticais representam a média *
erro padrdo. * significa diferenca do grupo OOF
em relagdo ao ISO; #significa diferenca do gru-
po OOF em relacdo ao BE; +significa diferencga
entre os grupos OOF e FO; x significa diferen-
ca entre o grupo ISO em relagdo ao FO e "sig-
nifica diferenca entre o grupo BE em relagdo ao
FO. ANOVA, Newman Keuls, (p<0,05), n=6a 12
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3.4 Peso uterino

Em relacdo as ratas ooforectomizadas,
pode-se observar que houve aumento signifi-
cativo do peso uterino nas que foram tratadas
com benzoato de estradiol. As ratas tratadas
com isoflavona apresentaram diferenca sig-
nificativa na redugcao do peso uterino quando
comparadas as que receberam o tratamento
hormonal (Gréfico 3).

Grafico 3- Peso médio do Utero(g) de ratas dos gru-
pos falso-operado (FO), ooforectomizado (OOF),
isoflavonas (ISO) e benzoato de estradiol(BE),
apds as 14 semanas de tratamento. Os pontos e
barras verticais representam a média + erro pa-
drdo. * significa diferenga dos grupos ooforecto-
mizados em relagdao ao grupo BE, p<0,05 (ANO-
VA, Newman Keuls)
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Mosquete et al. (2006) observou que,
para haver alteragdes uterinas, sdo necessa-
rias doses iguais ou superiores a 300 mg/Kg/
dia, quando utilizadas durante 21 dias. Porém,
0 uso de uma dose menor (100mg/Kg/dia),
mesmo em periodo prolongado de tratamento,
como realizado neste estudo, nao induziu alte-
ragdes uterinas, sugerindo que a capacidade de
estimular o aumento do peso uterino esta re-
lacionada com a dose de isoflavonas utilizada.

3.5 Bioquimica

Segundo a analise de pardmetros séricos
renais, hepaticos e glicose, ndao houve diferen-
ca significativa entre as ratas dos grupos FO,
OOF, ISO e BE, sugerindo auséncia de efeitos
toxicos hepaticos e renais pelo uso cronico de
isoflavonas de soja e benzoato de estradiol nas
doses e tempo de tratamento empregados.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

O tratamento cronico com isoflavonas de
soja simula a agdo hormonal fisioldgica na fre-
quéncia do ciclo estral, apresentando tanto
fases estrogénicas, quanto progesteronicas.
Pode-se observar também diminuigdo do ganho
de peso ocasionado pelo hipoestrogenismo. Ha
ainda diminuicao significativa do consumo ali-
mentar. E possivel se observar que ndo houve
aumento macroscopico no Utero das ratas tra-
tadas com isoflavonas de soja quando compa-
radas com as tratadas com benzoato de estra-
diol, mantendo-se o peso uterino semelhante
aos dos animais apenas ooforectomizados.
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