O Tratamento com Isoflavonas Mimetiza a Acdo do Estradiol
no Acimulo de Gordura em Ratas Ovariectomizadas

RESUMO

Objetivo: As isoflavonas (ISO) presentes na soja sdo consideradas fitoestrégenos.
A administracéo de fitoestrégenos tem efeito benéfico nos disturbios da pés-meno-
pausa que sdo caracterizados pela suspensao da fungdo ovariana com declinio da
secregdo de estrogénio e conseqlientes desajustes histomorfoldgicos e metabdli-
cos. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da suplementagdo com
ISO sobre a espessura do endométrio uterino, o acumulo de gordura tecidual, o
colesterol HDL e a glicose plasmaética de ratas ovariectomizadas (OVX). Métodos:
Ratas Wistar com 60 dias de vida sofreram cirurgia bilateral para retirada dos ovari-
os. Apds o periodo de 8 dias de recuperacao foram divididas em trés grupos: falso
operada (GC), OVX nao-tratadas com ISO (Gl) e as OVX suplementadas com ISO
(Gll). Foram retirados e pesados o Utero, as gorduras uterinas e retroperitoneais.
Também foram coletadas amostras de sangue para dosagem da concentragao de
HDL e glicose. Resultados: A OVX promoveu atrofia do endométrio, diminui¢ao do
peso do utero e diminui¢do do HDL. O tratamento com ISO promoveu diminuigdo
dos estoques de gorduras uterina e retroperitoneal, aumento de HDL e reducéo da
glicemia, porém nao teve efeito uterotréfico. Conclusoes: Os dados do presente
estudo mostram que o tratamento com ISO promove redugao da adiposidade, o
que pode estar relacionado a reducgéo da lipogénese e ao aumento da lipdlise. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2008; 52/9:1489-1496)

Descritores: Isoflavonas; Fitoestrogenos; Ovariectomia; Menopausa; Adi-
posidade

ABSTRACT

Treatment with Isoflavones Replaces Estradiol Effect on the Tissue Fat Ac-
cumulation from Ovariectomized Rats.

Objective: Isoflavones (ISO) present in soybean are named phytoestrogens because
they show estrogen effect. The use of isoflavones has beneficial effect in distur-
bance of post-menopause, which is characterized by ovarian function suppression.
Decreasing of estrogen secretion and consequent morphologic and metabolic dis-
arrangements are observed in female hormonal decline. The aim of present work
was to investigate the effect of ISO on the fat accretion of uterin endometric tissue,
and HDL and glucose blood concentration from ovariectomized rats (OVX). Meth-
ods: Female Wistar rats with 60 days-old were submitted a surgery to remove bilat-
erally the ovarium. After 8-day recovery period the animals were distributed into
three groups: sham operate (GC); OVX ISO untreated (Gl) and OVX supplemented
with ISO (G Il). Total uterus mass, uterus fat and retroperitoneal fat pad, were re-
moved, washed and weighted. Samples of uterus were histological processed to
measure endometrium thickness. Blood samples were also collected to analyze the
concentration of HDL and glucose. The OVX caused endometric atrophy, decrease
of uterus weight and HDL reduction. The treatment with ISO provoked decrease of
uterin and retroperitoneal fat pad. HDL increase and glycemia reduction were also
observed. However, there was no uterotrophic effect. Conclusions: ISO treatment
causes decrease in tissue fat accretion from ovariectomized rats. (Arq Bras Endo-
crinol Metab 2008; 52/9:1489-1496)
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INTRODUCAO

s isoflavonas (ISO) presentes na soja e seus deriva-

dos sio denominados de fitoestrégenos por apre-
sentarem semelhangas estrutural e funcional ao estradiol
(1). Quando a soja e os seus produtos sio consumidos,
as ISO sdo hidrofilizadas no intestino delgado pela
B-glicosidase intestinal. Esses fitoestrogenos sio absor-
vidos ou fermentados pela microflora intestinal, ¢ dao
origem a seus metabdlitos; daidzeina, gliciteina e genis-
teina, a qual é a mais abundante na soja e também a que
apresenta maior a¢do estrogénica.

Uma parte das ISO absorvidas ¢ transportada para
o figado, onde sio removidas da circulagio sanguinea
por meio da veia porta, retornando ao intestino pela via
biliar, podendo ser excretadas pelas fezes. Uma porcen-
tagem, porém, chega até a circula¢do periférica, alcan-
¢ando os tecidos (2).

Os fitoestrogenos se ligam aos receptores o e 3 do
estrogeno e desencadeiam as mesmas agoes do estroge-
no nos tecidos-alvo (3). Embora o efeito estrogénico
desses fitoestrogenos seja muito fraco (4) eles podem
exercer efeito agonistico e/ou antagonistico sobre os
B-estrogénios endogenos, por competirem pelos mes-
mos receptores. O efeito bioldgico das ISO varia de
acordo com a fase biolégica da mulher. Na pré-meno-
pausa, quando a concentragio de horménios circulan-
tes ¢ alta, o resultado ¢ a fraca ag¢io estrogénica ou
antiestrogénica. Na pds-menopausa, quando a concen-
tragio do estrogénio enddgeno diminui, em média
60%, os receptores ficam mais disponiveis, favorecendo
a agdo estrogénica das ISO, que acabam compensando
a deficiéncia do hormoénio humano. Assim, além de
proporcionarem melhora dos sintomas da menopausa,
clas mantém a¢do estrogénica positiva no metabolismo
0sseo, no sistema nervoso central ¢ no sistema cardio-
vascular (5-9).

Os estudos sobre a a¢io das ISO no utero de ratas
ovariectomizadas (OVX) sdo bastante controversos.
Geralmente feitos com a genisteina, a ISO de maior
concentra¢do na soja ¢ seus derivados (10). A genistei-
na tem maior afinidade pelos receptores 3-estrogénicos
comparada com as outras ISO (11,12).

Virios estudos mostram que os fitoestrogenos,
causam crescimento uterino, em animais intactos e
OVX (12,13). Também foi observado que as ISO es-
timulam o crescimento de tumores responsivos ao es-
trogénio (14). A genisteina suplementada em ratas
OVX (750 mg/kg de peso corporal) apresenta efeito
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estrogénico no utero, na glindula mamdria ¢ no eixo
hipotilamo-hipofisirio, por diminuir a secre¢io de
prolactina (15).

A menopausa é caracterizada pela suspensio irre-
versivel da fun¢dao ovariana, com declinio da secre¢iao
estrogénica. A falta desse hormonio leva a alteragdes no
perfil lipidico, em particular, aumento das lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), redug¢io das lipoproteinas
de alta densidade (HDL) e aumento na deposi¢io de
gordura (16). Assim, a administra¢do de fitoestrégenos
tem efeito benéfico no perfil lipidico e no metabolismo
hepatico, na diminui¢do da deposi¢io de tecido adipo-
so branco ¢ na prote¢io contra doengas cardiovascula-
res na pos-menopausa (2,17-20).

O tecido adiposo ¢ responsivo ao estrogénio ¢ ex-
pressa os receptores o ¢ 3 para este horménio em hu-
manos e roedores (21-24). O receptor o para o
estrogénio ¢ o responsivel pela modulagio da lipogé-
nese, no tecido adiposo (25), diminuindo a atividade
da lipoproteina lipase (LPL), enzima que regula a cap-
tagdo de lipidios pelos adipécitos, sendo assim, a esti-
mulag¢io do receptor a provoca a redu¢io do acimulo
de gordura (26). A administra¢io de genisteina aumen-
ta a expressao dos receptores para estrogénio, principal-
mente os do tipo a (15,27), o que reduz o aumento do
tecido adiposo e do peso corporal de ratas OVX, mime-
tizando a a¢do do estradiol (28,29).

A atuacdao dos isoflavonodides sobre o receptor
B-estrogénico, presente no figado, tem como conse-
quiéncia a melhora do perfil lipidico, possibilitado pelo
incremento no numero de receptores hepaticos de co-
lesterol LDL. Dessa forma, o catabolismo de coleste-
rol ¢é favorecido (30). A estimula¢io dos receptores
B-estrogénicos leva a inibi¢do da lipase hepatica, que
estd envolvida no metabolismo de colesterol HDL,
ocasionando seu incremento (31). A isoflavona tam-
bém estimula a 3-oxidagdo dos dcidos graxos em virias
espécies animais, incluindo o homem (32).

Considerando os comentarios anteriores, a dieta
suplementada com ISO tem sido utilizada no trata-
mento da sindrome metabdlica e da obesidade. Traba-
lhos revelam efeitos benéficos das ISO sobre a
tolerancia & glicose na obesidade ¢ no metabolismo
hepatico. Banz e cols. (33) mostraram que ratos Zu-
cker, geneticamente obesos, apds o tratamento com
ISO, apresentaram redug¢io do peso corporal e do
conteudo de gordura, reduzindo o risco de lipotoxici-
dade hepdtica e, consequentemente, diminuindo o
risco de esteatose (34).
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Conhecendo os efeitos dos isoflavondides sobre o
crescimento uterino, metabolismo lipidico e tecido adi-
poso, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da
administragio de ISO sobre a espessura do endométrio
uterino e o acumulo de gordura em ratas OVX.

METODOS

Animais e tratamento

Ratas virgens com 60 dias de idade foram obtidas do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringd
e mantidas no Biotério Setorial do Departamento de
Ciéncias Morfofisioldgicas por oito dias antes do inicio
dos experimentos, com ragio ¢ agua a vontade, e sob
ciclo fotoperiédico constante de 12 horas de claro e 12
horas de escuro (das 7 as 19), em temperatura de 22 +
2 °C. Apos a adaptagio, o grupo foi submetido a ova-
riectomia bilateral e outro grupo foi falsamente opera-
do. Apds o periodo de recuperagio, as ratas foram
divididas em trés grupos: grupo-controle falso-operado
(GC, n = 6), grupo OVX nio-suplementado com ISO
(GI, n = 6) e grupo OVX suplementado com ISO (GII,
n = 10). Para efetuar a cirurgia de retirada dos ovérios,
as ratas foram anestesiadas com a mistura ketamina (3,0
mg) ¢ xilazina (0,6 mg) para cada 100 g de peso corpo-
ral. A cirurgia foi realizada seguindo procedimentos
previamente descritos por Zarrow ¢ cols. (35), respei-
tando as normas do Colégio Brasileiro de Experimenta-
¢3o Animal (Cobea). As ISO, sob a forma de extrato,
foram preparadas em suspensio com dgua, levando-se
em consideragdo o fator de corre¢io, conforme especi-
ficagdo da indastria farmacéutica (Pharma Nostra, Rio
de Janeiro, Brasil), visando a administracdo real de 300
mg/kg de massa corporal/por dia, de suspensio com
teor de ISO de 41,56%, dos quais 1,67% ¢é daidzina;
2,05% genistina; 3,31% gliceteina; 3,35% glicetina;
7,93% daidizeina e 23,25% genisteina. As ISO foram
administradas por gavagem, durante 21 dias consecuti-
vos. Durante esse periodo, todos os animais receberam
dieta comercial (Nuvital, Curitiba, Brasil), isenta de
ISO, e dgua a vontade. Um grupo de ratas OVX rece-
beu a gavagem somente com dgua isenta de ISO. Apods
o periodo de suplementa¢io com ISO, todos os ani-
mais foram sacrificados, os tteros e suas gorduras foram
retirados, lavados com salina e pesados. Os fragmentos
dos cornos uterinos foram isolados e processados com
formalina e usados posteriormente para emblocamento
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em parafina. Os cortes foram preparados e corados com
hematoxilina e cosina. Usando lente milimetrada foi
aferida a espessura do endométrio uterino (36).

As gorduras retroperitoneais foram retiradas, lava-
das em solugao salina e pesadas. Também foram retira-
das amostras de sangue para dosagem de colesterol
HDL e da glicemia, no estado alimentado.

Determinacao da concentracao de
colesterol HDL

O colesterol HDL foi determinado pelo método enzi-
mitico colorimétrico de colesterol-oxidase (Gold Ana-
lisa®). Neste método, a colesterol-oxidase catalisa a
oxidag¢do do colesterol e produz perdxido de hidrogé-
nio. Os resultados foram expressos em mg/dL.

Determinacao da glicemia

A determinagdo dos niveis plasmaticos de glicose foi rea-
lizada em aliquotas de plasma, por meio da utiliza¢io de
método enzimdtico colorimétrico da glicose-oxidase
(Gold Analisa®). A glicemia foi avaliada em animais ali-
mentados. Os resultados foram expressos em mg,/dL.

Analise estatistica

Todos os grupos de animais foram estudados em para-
lelo. A comparagio entre os diferentes grupos foi reali-
zada empregando-se ANOVA. Quando as anilises
indicaram F significativo, as diferengas entre as médias
foram testadas utilizando-se o teste de comparagoes
multiplas de Tukey-Kramer ¢ o nivel de significincia
adotado foi de p < 0,05.

RESULTADOS

Histomorfologia e peso uterino

A avalia¢io histomorfolégica dos tteros (Figura 1) mos-
tra que a OVX resultou redugao de 55,01% na espessura
do endométrio comparado ao grupo GC (p < 0,05), to-
davia, o tratamento com ISO ndo preveniu a atrofia
induzida pela OVX (GII). A mesma redugio foi obser-
vada para o peso dos uteros, 70,77% menor nas ratas
OVX comparado as ratas falsamente operadas (Figura
2). A gavagem com 4gua em ratas OVX nido causou
qualquer alteracio comparada ao grupo de ratas OVX
que nao recebeu o tratamento com ISO (resultados
nio apresentados).
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Figura 1. Os dados representam a média + EPM da espes-
sura do endométrio dos Uteros de ratas-controle (GC), ratas
OVX (Gl) e de ratas OVX tratadas com ISO (Gl).
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Figura 2. Os dados representam a média + EPM do peso dos
Uteros de ratas-controle (GC), ratas OVX (Gl) e de ratas OVX
fratadas com ISO (Gll).

A retirada dos ovarios nio promoveu alteragio no
peso da gordura peri-uterina comparadas ao grupo-
controle, todavia, a administragio de ISO promoveu
redugdo de 28,74% no peso da gordura peri-uterina das
ratas OVX p < 0,01 (Figura 3).

Gordura retroperitoneal

A suplementa¢ao com ISO nas ratas OVX promoveu
redugdo de 26,37% nos estoques de gordura retrope-
ritoneal quando comparadas com o grupo GC, e
33,18% quando comparadas ao grupo GI p < 0,05
(Figura 4).
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Figura 3. Efeito do tfratamento com ISO sobre o peso da gor-
dura uterina. Os dados representam a média + EPM.
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Figura 4. Efeito do tratamento com ISO sobre o peso da gor-
dura retroperitoneal. Os dados representam a média + EPM.

Colesterol HDL

Os resultados sobre concentra¢ao plasmdtica de coles-
terol HDL mostram que a eliminagao da agao do estro-
génio, por meio da OVX, causou redugio significativa
de 66,24% nos niveis de HDL, entretanto, o tratamen-
to com ISO restabeleceu a concentragio de HDL no
nivel dos animais-controle, em que o grupo GII apre-
sentou valor médio 175,83% maior que o grupo GI
(Figura 5).

Glicemia

A glicemia no estado alimentado nio diferiu entre os
grupos nao-tratados com ISO, GC ¢ GI, porém os ani-
mais que receberam suplementa¢io com ISO do grupo
GII, tiveram redugio na glicemia de 33,97%, quando
comparado aos animais do grupo GC e de 32,54%,
quando comparado ao grupo GI (p < 0,05), como in-
dica a Figura 6.

Arq Bras Endocrinol Metalb 2008;52/9
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Figura 5. Efeito do tratamento com ISO na concentracdo
plasmatica de colesterol HDL. Os valores representam a mé-
dia + EPM.
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Figura 6. Efeito do trafamento com ISO na concentracdo
plasmatica de glicose. Os dados representam a média +
EPM.

DISCUSSAO

Os resultados histomorfologicos dos cornos uterinos e
de pesos dos uteros do presente estudo deixam claro
que o tratamento com ISO nio teve agdo uterotréfica
sobre o endométrio das ratas OVX, considerando que
as ISO nio preveniram o efeito atréfico, causado pela
auséncia de estrogénio, em razdo da ovariectomia. E
importante ressaltar que o mesmo efeito foi obtido
quando foram usadas doses de ISO maiores do que as
usadas neste estudo(15).
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Neste contexto, nio obstante o conhecido efeito
estrogénico das ISO, os resultados deste estudo ¢ os de
outros pesquisadores, indicam que, sobre o endomé-
trio uterino, elas ndo apresentam qualquer efeito
(37,39). Tal fato poderia derivar da ndo-responsividade
das ISO dos receptores estrogénicos, presentes no en-
dométrio. Foram realizados alguns estudos a respeito
da afinidade das ISO aos receptores a ¢ 3-estrogénicos;
a genisteina tem maior afinidade por receptores
B-estrogénicos, enquanto o estrogénio interage mais
facilmente comosreceptores a-estrogénicos (11,12,40).
Cotroneo e cols. (41) ndo constataram efeito da genis-
teina na dose de 250 mg/kg sobre os receptores
a-estrogénicos. O principal receptor estrogénico do
atero ¢ o subtipo «, para o qual a genisteina tem baixa
afinidade (11,40,27). Estas observagdes podem expli-
car a auséncia de efeito uterotréfico das ISO, encontra-
do pelo grupo do presente estudo e por outros
pesquisadores em ratas OVX. Refor¢ando estes acha-
dos, alguns estudos tém mostrado que as ISO apresen-
tam acdo scletiva, isto ¢, exibem atividade estrogénica
em alguns tecidos ¢ antiestrogénica em outros (42).

Os resultados do presente estudo mostram que o
tratamento das ratas OVX com ISO promoveu redug¢io
significativa no acimulo das gorduras peri-uterina e re-
troperitonial em comparag¢do as ratas operadas e falsas-
operadas que ndo receberam ISO. Esses resultados sio
semelhantes a dados da literatura, que relacionam o uso
de ISO com menor acimulo de tecido adiposo branco,
indicando efeito antilipogénico (43-46).

A administra¢do de estrogénio diminui o nimero
¢ o tamanho de adipécitos, enquanto sua deficiéncia
resulta aumento deles (47). Neste contexto, varios
trabalhos tém sido realizados para investigar os efei-
tos benéficos dos fitoestrégenos sobre a adiposidade
(15,27-29).

A genisteina tem efeito direto sobre o metabolismo
de lipidios no figado ¢ no tecido adiposo. As ISO, so-
bretudo a genisteina, aumentam a lipélise em adipdci-
tos isolados de ratos, ¢ diminuem a lipogénese no tecido
adiposo branco de ratas OVX (48). A incubag¢io de adi-
pocitos de ratos com genisteina resultou inibigdo da
conversdo da glicose em lipidios na auséncia ou na pre-
senga de insulina, com subseqiiente reduc¢io da lipogé-
nese (49,50). Outra a¢do da genisteina ¢ a diminui¢io
da expressio do RNA mensageiro da LPL no tecido

adiposo, com conseqiiente diminui¢do na deposicao de

gordura (44).
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Todos os dados referentes a agdo antilipogénica das
1SO, descritos anteriormente, sugerem mecanismo de
reduc¢io no acimulo de gordura no tecido adiposo
branco exercido pelo tratamento com 1SO.

No presente estudo, ratas Wistar submetidas a OVX
constituem modelo animal para os estudos das altera-
¢oes pos-menopausicas, como mudangas no perfil lipi-
dico. A andlise dos niveis sanguineos do colesterol HDL
mostrou que este foi menor no grupo OVX do que no
grupo OVX tratado com ISO e no grupo-controle. Es-
tes resultados indicam que as ISO apresentam efeitos
positivos no perfil lipidico de ratas OVX. Esta observa-
¢io ¢ consistente com os relatos de varios pesquisado-
res, que também utilizaram como modelo experimental
ratas OVX tratadas com ISO (48,51,52).

Nio esta esclarecido como as ISO agem para res-
tabelecer as alterag¢des lipidicas causadas pela meno-
pausa. Contudo, tem sido proposto que a atuagio
das ISO, sobre receptores (3-estrogénicos presentes
no figado, melhora o perfil lipidico por meio do in-
cremento do nimero de receptores hepaticos do co-
lesterol LDL, o que favorece o catabolismo de
colesterol (17). A estimulagio dos receptores
B-estrogénicos levaria a inibi¢do da lipase hepdtica, im-
plicada no metabolismo do colesterol HDL, ocasionan-
do seu incremento (31,48).

Os resultados do presente estudo indicam que as
ratas tratadas com ISO apresentaram queda significati-
va na glicemia durante o estado alimentado. Refor¢an-
do os resultados, Lavigne e cols. (53) mostraram que
ratos alimentados com soja apresentam menor drea sob
a curva da glicose e da insulina plasmaticas durante o
teste de tolerdncia a glicose intravenoso. Cheng ¢ cols.
(54) relataram que mulheres na pés-menopausa, trata-
das com ISO apresentaram diminui¢do da glicemia de
jejum e dos niveis de insulina. No entanto, ainda nio
sdo claros os mecanismos pelos quais as ISO causam o
efeito hipoglicémico em ratas OVX.

Em sintese, os resultados do presente estudo mos-
tram que o tratamento com pequena dose de ISO re-
duz o acimulo de gordura em ratas OVX e que este
efeito pode estar relacionado com a redugdo da lipogé-
nese ¢ o aumento da lipdlise.
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