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Resumo

OBJETIVO: Avdliar os efeitos de alias doses de genisteina sobre o epitélio mamério de ratas adulias. METODOS: Apés 28
dias da ooforectomia, cinquenta ratas adulias foram divididas em cinco grupos, a saber: um controle (Cirl), trés que receberam
genisteina (GEN) nas doses de 46 mg/kg (GEN46), 125 mg/kg (GEN125) e 250 mg/kg (GEN250), e um que recebeu
estrogénios conjugados equinos na dose de 50 pg/kg (ECE|. As substéncias foram adminisiradas diariamente durante 30 dias
consecufivos por gavagem e na Uliima semana de tratamento foi efefuado exame colpocitoldgico durante sefe dias consecutivos.
Apds o tratamento, os animais foram anestesiados, amostras de sangue foram retiradas para determinagdo do esfradiol e da
progesterona, e o primeiro par de mamas inguinais refirado e processado para andlise histomorfométrica. Os dados obtidos
foram submetidos & andlise de variéncia complementada pelo teste de Tukey-Kramer [p<0,05). RESULTADOS: Nos grupos Cirl e
fratados com as diferentes doses de GEN as mamas apresentaram-se afréficas, no entanto mostraramrse desenvolvidas no grupo
ECE, onde se notou a presenga de indmeros ducios e alvéolos mamérios confendo material eosinéfilo em seu interior. A morfometria
mostrou maior drea de parénquima mamério no grupo ECE (98.870,1+550,4 pm?* por mm?; p<0,05) comparado aos outros
grupos (Cirl=36.875,6+443,4; GEN46=37.001,7+557,4; GEN125=36.480,8+658,3 e GEN250=37.502,8+669, 3).
O mesmo ocorreu em relagdo ao nimero de alvéolos e ducfos mamdrios no grupo ECE (33,2+6,9* por mm?; p<0,05) em
relagdo aos outros grupos (Cirl=10,422,1, GEN 46=11,2+3,1; GEN 125=11,622,1 e GEN 250=12,3x2,3). Os niveis
de estradiol mostraram-se aumentados no grupo ECE em relagdo aos outros grupos (2,4 1,7 pg/ml; p<0,05), sendo que os
niveis séricos de progesterona mosfraram-se semelhantes em fodos os grupos de estudo. CONCLUSAO: A administragdo de
genisteina em alias doses ndo apresentou efeito proliferativo no fecido mamdario de ratas.

Abstract

PURPOSE: To evaluate the effects of high doses of genistein on the mammary glands of odult female rats. METHODS:
Twenty-eight days after oophorectomy, 50 adult female rats were divided info five groups, as follows: a control group (Cirl),
three rats that received genistein (GEN) af the doses of 46 mg/kg (GEN46;), 125 mg/kg (GEN125) and 250 mg/kg
(GEN250); one group received conjugated equine estrogen at the dose of 50 pg,/g [ECE50). The substances were administered
daily for 30 consecutive days by gavage and in the last week of the period of freatment, colpocytological exams were carried
out for seven consecutive days. After freatment, the animals were anesthetized, blood samples were collected for estradiol and
progesterone defermination and the first pair of inguinal mammary glands was removed and processed for histomorphometric
analysis. Collected data were subjected to analysis of variance supplemented by the TukeyKramer test (p<0.05). RESULTS:
The Cirl group and the ones treated with different doses of GEN showed atrophic mammary glands, whereas the glands were
more developed in the ECE group, where numerous mammary ducts and alvecli were observed. Morphometry showed a larger
area of mammary parenchyma in the ECE group (98.870.1+550.4 pm?* per mm?; p<0.05) compared with other groups
(Cirl=36.875.6+443.4; GEN46=37.001.7+557.4; GEN125=36.480.8+658.3 and GEN250=37.502.8+669.3).
The same occurred in the number of alvecli in the ECE group (33.2+6.9* per mm?, p<0.05) compared fo the other groups
(Crl=10.4+2.1, GEN46=11.2+3.1; GEN125=11.6+2.1 and GEN250=12.3x2.3). The esfradiol level was higher in the
ECE group compared fo the other groups (9.4=1.7 pg,/ml; p<0.05), whereas serum levels of progesterone were similar in all
groups. CONCLUSION: The adminisfration of genistein at high doses had no trophic effect on the mammary glands of rats.
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Introducao

A atrofia do sistema genital feminino é uma condi¢do
frequente na pés-menopausa, devido a queda dos hormo-
nios ovarianos, em especial dos estrogénios'?. Além disso,
o hipoestrogenismo pode causar diversos distirbios, tais
como sintomas vasomotores, doengas cardiovasculares,
osteoporose, distirbios cognitivos, entre outros’. A terapia
hormonal (TH) é um dos tratamentos alternativos para
o alivio dos sintomas na pés-menopausa. No entanto, hd
relatos de ocorréncia de efeitos adversos a longo prazo
com o emprego da terapia estroprogestativa, em especial
quanto ao aumento do risco de cAncer mamidrio®. De
fato, vérios estudos epidemioldgicos tém relatado risco
aumentado de cancer de mama, sendo o risco maior com
o uso de estrogénios associados aos progestagénios do que
com estrogénios isolados’.

A mama é uma estrutura que apresenta respos-
tas varidveis aos hormonios esteroides, sendo sua
intera¢ao hormonal complexa, podendo atuar por
via autécrina, pardcrina e enddécrina. Sob ag¢dao dos
hormonios esteroides, o tecido mamdrio atinge seu
desenvolvimento méximo®. H4 evidéncias de que os
estrogénios estimulam o crescimento ductal”®. No
entanto, para alguns, os estrogénios produzem atrofia
do epitélio mamdrio’.

Nos tltimos anos os fitoestrogénios, em especial
as isoflavonas, tém se tornado atraentes como possivel
alternativa, por serem consideradas mais seguras devido
ao fato de serem substincias agonistas dos estrogénios e
apresentarem fraca atividade estrogénica'.

As isoflavonas, os fitoestrogénios mais estudados e
os mais comuns na dieta humana sdo encontrados prin-
cipalmente em derivados da soja, tendo como principais
elementos ativos a genisteina, daidzeina, biochanina A
e formononetina'', sendo a genisteina o fitoestrogénio
mais ativo e abundante da soja'’. Sua eficdcia tem sido
investigada em indimeros ensaios clinicos, sendo que
alguns estudos referem haver reducio dos sintomas
vasomotores na menopausa'>'*. No entanto, a maioria
dos estudos refere que a administra¢do desse composto
ndo afeta o epitélio vaginal e nem reverte os sintomas
vasculares'>!.

Estudos epidemiolégicos tém mostrado que os
fitoestrogénios estdo associados a uma redugio no
risco de cincer estrégeno-dependente, como cincer
de mama, mas os efeitos sobre a prevengdo do cincer
ainda sdo controversos'*'®?*. Estudos iz vitro mostra-
ram que os fitoestrogénios, em especial a genisteina,
induzem apoptose em tumores mamadrios com células
positivas aos receptores de estrogénio®*?’. No campo
experimental, 7z vivo, notamos haver inimeros tra-
balhos, em especial em ratas, mostrando haver agdo

tréfica das isoflavonas sobre o sistema genital femini-
no, e a¢do inibitéria no epitélio mamdrio, no entanto,
temos dificuldades em averiguar como se comporta a
mama ante a altas dosagens®®?!. Assim, propusemo-
nos a estudar a a¢do da adminstragdo de genisteina
em altas doses sobre a mama de ratas.

Métodos

Trabalho experimental, prospectivo, duplo-cego,
randomizado, no qual foram usadas ratas (Rattus
norvegicus albinus) adultas, virgens, pesando aproxi-
madamente 250 gramas, fornecidas pelo Centro de
Desenvolvimento de Modelos de Experimentagdao
(CEDEME) da Universidade Federal de Sao Paulo —
Escola Paulista de Medicina (UNIFESP/EPM). Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UNIFESP/EPM (parecer n° 0749/07).

Ap6s 28 dias da ooforectomia, SO animas foram
randomicamente divididos em cinco grupos, a saber: Crtrl
(controle) — recebeu propilenoglicol; GEN46 — recebeu
46 mg/kg, por dia de genisteina; GEN125 — que recebeu
125 mg/kg, por dia de genisteina, GEN250 — recebeu
250 mg/kg de genisteina por dia e ECE — recebeu 50 pg/kg
de estrogénios conjugados equinos. As substincias foram
diluidas em 1,0 mL de propilenoglicol, e administradas
diariamente, no inicio do fotoperiodo claro, em torno
das sete horas, por um periodo de 30 dias consecutivos,
por gavagem.

Na tltima semana do experimento foram realizados
exames colpocitolégicos didrios, corados pelo método de
Harris-Shorr, para averiguar o estimulo do fito-hormonio.
Para tanto, foi introduzida no éstio da vagina uma haste
de algoddo (cotonete®) embebida em soro fisiol6gico, de
onde se retirou material do ldmen vaginal, o qual foi
depositado sobre ldmina histoldgica, que foi rapidamente
mergulhada em solug@o de etanol e éter (1:1) durante 10
minutos. Ao final desse perfodo o material foi corado pelo
método de Harris-Shorr.

Ap6s 30 dias do inicio da ministragdo dos fdrma-
cos, todos os animais foram anestesiados com xilazina
(20 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg), por via intrape-
ritoneal, sendo retirados 2 mL de sangue do ventriculo
esquerdo e a seguir o primeiro par de glindulas mamdrias
inguinais foi localizado, procedendo-se entdo a sua retira-
da, sendo os animais eutanasiados pelo aprofundamento
do plano anestésico.

Ap6s a sua retirada, as mamas foram mergulhadas em
formol a 10% e, apés a fixagdo, as amostras, desidratadas
em concentrag¢des crescentes de dlcool etilico, diafanizadas
em xilol e impregnadas e incluidas em parafina. Foram
obtidos cortes (5 pm) os quais foram corados pela hema-
toxilina e eosina (HE).
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A avaliagdo morfoldgica foi feita pela microscopia
de luz (microscépio Carl Zeiss®), com oculares de 10
vezes e objetivas com aumento de 10 e 40 vezes. A
morfometria foi realizada por digitaliza¢do de imagens
com o programa AxioVision 4.1 (Carl Zeiss®). Para
tanto, foi delimitada a 4rea ocupada pelo parénquima
mamirio em uma area de 60x10* wum? em cada corte.
Foram avaliados dez cortes semisseriados em cada animal
do experimento, sendo avaliada uma 4rea total 60 mm?
em cada grupo de estudo.

GEN250 ECE g ‘ u;"

Figura 1. Fotomicrografias mostrando colpocitolégicos de ratas ovariec-
tomizadas (Ctrl), tratadas com diferentes concentragdes de genisteina
(GEN46=46 mg/kg; GEN125=125 mg/kg; GEN=250 mg/kg) e es-
trogénios conjugados equinos (ECE=50 pg/kg). No Cirl e GEN46,
notar escassez de células oriundas da descamagdo do epitélio vaginal
e inimeros leucécitos. Em GEN125 e GEN250, observar células epite-
liais anucleadas e acidéfilas oriundas das camadas mais superficiais
do epitélio vaginal, e em ECE, grande concentragdo de células super-
ficiais. Harris.Shorr - 100 X

v
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de ratas pertencentes aos vdrios grupos de estudo. Ctrl=controle;
tratados com diferentes doses de genisteina (GEN46=46mg/kg;
GEN125=125 mg/kg; GEN250=250 mg/kg) e com estrogénios
conjugados equinos (ECE=50 pg/kg). Notar ductos mamdrios (setas)
e alvéolos (*). H.E - 400 X

Os niveis séricos de 173-estradiol (E,) e de pro-
gesterona (P 4) foram avaliados. Apéds a coleta, amostras
de sangue foram imediatamente centrifugadas a 4 °C
(1500xg) por 10 minutos e o sobrenadante congelado
a -20 °C para posterior andlise por radioimunoensaio
(RIA), utilizando a técnica de duplo anticorpo em tubos
pré-revestidos (ICN Biomedical Inc. Costa Mera, CA,
EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os
ensaios foram realizados em duplicata. As amostras foram
processadas no mesmo dia. Os limites de detec¢do para a
determinagdo de E, e P, foram, em média, 0,1 pg/mL e
0,1 ng/mL, respectivamente.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) complementada pelo teste de Tukey-Kramer
para multiplas comparacdes. O nivel de significincia da
hipétese nula foi fixado em 5% (p<0,05).

Resultados

A colpocitologia mostrou nos animais pertencentes
aos grupos Ctrl e GEN46 poucos elementos epiteliais e
leucécitos frequentes (Figura 1). Jd nos grupos GEN125,
GEN250 e ECE, o exame colpocitolégico mostrou
grande concentragdo de células acidéfilas, anucleadas
(Figura 2).

Os niveis séricos de progesterona (P 4) mostraram-se
semelhantes em todos os grupos estudados, no entanto o
nivel do 17f-estradiol (E,) mostrou-se significantemen-
te elevado no grupo ECE (9,4+1,7 pg/mL, p<0,05) em
relacdo aos demais.

As mamas dos animas pertencentes aos grupos
Ctrl, GEN46, GEN125 e GEN250 estavam repre-
sentadas por ductos e raros alvéolos mamadrios imersos
em grande concentrac¢do de tecido adiposo. Os ductos
mamadrios apresentaram-se constituidos por duas ou
mais camadas de células epiteliais rodeadas por fibras
coldgenas (Figura 1). Em alguns locais pdde-se notar a
presenca de alvéolos mamdrios, os quais sio formados
por apenas uma camada de células epiteliais. Jd no grupo
ECE notou-se que o parénquima mamadrio estava cons-
tituido por inimeros ductos e alvéolos mamadrios bem
desenvolvidos, a maioria contendo material eosinéfilo
no seu interior (Figura 1).

A morfometria da mama nio se mostrou diferente
quanto a concentra¢do de parénquima mamdrio e no
nimero de ductos e alvéolos entre os vdrios grupos
tratados com diferentes doses de genisteina e o contro-
le, sendo maior a quantidade e a porcentagem de drea
ocupada pelo parénquima mamdrio, assim como de
ductos e alvéolos no grupo ECE em rela¢do aos demais
grupos (ECE>GEN250=GEN125=GEN46=GCtrl;
p<0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Dosagens séricas de estradiol, progesterona e morfometria da mama de ratas tratadas com diferentes doses de genisteina e esirogénios conjugados equinos

Grupos de estudo

Cirl GEN46 GEN125 GEN250 ECE

Dosagem hormonal

Estradiol (pg/mlL) 2,5+0,4 3,0+0,6 2,8+1,3 3,408 9,41,7%

Progesterona (ng/mL) 1,4+0,3 1,6+0,9 1,5+0,8 1,3+0,7 1,405
Mama

Area ocupada pelo parénquima mamdrio por campo (pm?) 36.875,6+443 4 37.001,7+557 4 36.480,8658,3 37.502,8+669,3 98.870,1+550,4*

% de drea ocupada pelo parénquima mamério 57 57 56 58 15,3*

Némero de ductos mamarios e alvéolos /mm? 10,4+2,1 11,2+3,1 11,621 123+23 33,2 = 6,9*

Ctl: grupo controle; GEN46: recebeu 46mg/kg de GEN; GEN125: recebeu 125 mg/kg de GEN; GEN250: que recebeu 250 mg/kg de GEN; ECE: recebeu 50 pg/kg

de ECE; p<0,05.

Discussao

Alguns autores referem que as isoflavonas, nas doses nor-
malmente utilizadas ndo melhoram os sintomas vasomotores
da menopausa'>'’, havendo melhora desses sintomas com
o uso de altas doses'’. Assim, o presente estudo teve como
objetivo averiguar a morfologia da mama de ratas ante a al-
tas concentragdes de isoflavonas, em especial da genisteina.

As isoflavonas correspondem a mistura de substincias
com diferentes afinidades pelos receptores de estrogénio.
Dentre estas, destaca-se a genisteina, que apresenta maior
atividade estrogénica. Em trabalho anterior utilizando
o mesmo tipo de isoflavonas determinou-se que a dose
de 125 mg/kg foi suficiente para aumentar significan-
temente o peso do Utero em ratas castradas e de induzir
queratinizagdo vaginal®’>. Assim, escolhemos como alta
dose de isoflavonas o dobro da dose minima de genisteina
capaz de produzir em comparagdo ao grupo controle, o
que corresponde a dose de 250 mg/kg®?. Como controle
positivo utilizamos estrogénios conjugados equinos. Deve
ainda ser ressaltado que trabalho anterior mostrou que
essa mesma dose de genesteina induz metaplasia escamosa
nos epitélios luminal e glandular do endométrio de ratas,
daf ser considerada por nés como alta dose”.

Em nosso experimento notamos haver efeitos tréficos
no trato genital das ratas nos grupos tratados com 125 e
250 mg/kg de genisteina, uma vez que encontramos grande
concentracio de células anucleadas e acidéfilas no esfregaco
vaginal. Jd o grupo tratado com 46 mg/kg ndo apresentou
nenhum efeito, servindo assim como controle negativo.
Tivemos ainda o cuidado de realizar dosagens séricas dos
estrogénios (E)) e da progesterona (P,) para descartar uma
possivel fonte endégena desses hormonios, e assim poder
inferir que os dados obtidos na colpocitologia, assim como
na mama sdo devidos exclusivamente a genisteina ou a
administra¢ao dos estrogénios conjugados equinos. As
dosagens hormonais mostraram niveis séricos do E, e da
P, baixos e semelhantes em todos os grupos tratados com
isoflavonas, estando o E, aumentado no grupo ECE.

Com relagdo 2 mama, nosso estudo mostrou que a
genistefna ndo apresentou efeitos tréficos, o que pode
ser notado pelos aspectos morfolégicos, assim como da
drea ocupada pelo parénquima mamadrio e no nimero de
ductos e alvéolos/mm?, quando os animais foram tratados
pelo periodo de 30 dias consecutivos. Deve ser ressaltado
que os compostos de isoflavonas tém, além da genisteina,
outras substincias que, por terem semelhanga estrutural
e funcional com os estrogénios, podem modular os recep-
tores de estrogénio. Jd o tratamento com ECE mostrou
ter efeito tréfico sobre a mama de ratas.

Estudos de cultura de células mamadrias relataram
propriedades antiproliferativas da genisteina, que atuaria
como um modulador seletivo do receptor de estrogénio
beta (ERf}), bem como a¢do antioxidante, modulacdo
da apoptose, inibi¢do da topoisomerase II, do fator de
crescimento tumoral beta 1 e do fator de crescimento
epidérmico®*?. Estudos relatam que dieta baseada em
soja inibiria o crescimento do cincer mamadrio induzido
por carcinogénicos®**¢7.

O mecanismo de agio das isoflavonas no tecido alvo
resulta, entre outros, em efeitos estrogénicos ou anties-
trogénicos dependendo do tipo e concentragdo de receptor
estimulado nos tecidos e da sua concentra¢io no organismo™®.
Atualmente as isoflavonas sio consideradas moduladores
seletivos naturais do receptor de estrogénio (SERMs) com
atividade estrogénica e antiestrogénica'!-*>.

Assim, a genisteina mostra ter maior afinidade para
receptores de estrégeno beta (ERB)*, mais frequentes na
vagina e Gtero e menos frequentes no tecido mamdrio, que é
rico em receptores de estrogénio alfa (ERQ)*’, o que poderia
ser uma das possiveis explicagdes de ndo termos observado
em nosso estudo efeito tréfico das isoflavonas no tecido ma-
mario. Os receptores de estrégeno beta apresentam ligacdo
de 500 a 1000 vezes mais fraca aos estrogénios enddgenos
do que os receptores alfa, no entanto as isoflavonas podem
produzir os mesmos niveis de bioatividade do estradiol,
desde que em altas concentragdes, o suficiente para atingir o
méximo de resposta, indicando que o receptor de estrogénio

Rev Bras Ginecol Obstet. 2011; 33(9):264-9

267




268

e os complexos receptor-isoflavonoide podem ser funcio-
nalmente equivalentes®. Assim, doses elevadas poderiam
ser benéficas no tratamento dos sintomas vasomotores em
mulheres na pés-menopausa, sem apresentar efeico tréfico
na mama, no entanto, nao devem ser recomendadas devido
aos efeitos uterinos.

Além disso, Sacks et al.*! sugerem que tanto o uso de
suplementos de isoflavonas nos alimentos como em pilulas
nao devem ser recomendados; pois muitos produtos de soja
considerados benéficos para a satide cardiovascular teriam
suas a¢des baseadas no alto contetido de gorduras poli-
insaturadas, fibras, vitaminas, minerais e baixo contetido
de gordura saturada e ndo no contetido de genisteina.

Na prdtica, a relagdo risco-beneficio dos fitoestro-
génios no uso clinico precisa ser devidamente avaliada,
especialmente considerando que uma ingestdo elevada na
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