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Resumo

O estrogénio tem um importante papel na regulagdo homeostatica de varios
tecidos do organismo, bem ilustrados pelas alteragdes fisiopatolégicas que ocorrem
na sua deficiéncia, na menopausa. Com o objetivo de amenizar estas alteracdes,
tem-se estudado o uso da terapia de reposi¢do hormonal (TRH) na pés-menopausa,
em funcdo de seus beneficios na prevengdo da osteoporose e doengas
cardiovasculares. Entretanto, a TRH tradicional com estrogénio estd associada a
uma maior incidéncia no desenvolvimento de céncer de mama e endométrio. Uma
das alternativas para a reposicdo hormonal séo as isoflavonas (fitoestrogénios
derivados da soja) e o raloxifeno (SERM).

Este estudo tem como objetivo avaliar os possiveis efeitos do 17-B-estradiol,
isoflavonas e raloxifeno sobre ratas castradas por meio da medida da presséao
arterial, concentragao de calcio e fésforo 6sseo e sérico, peso corpéreo, da camara
ventricular esquerda e uterino.

Ratas Wistar adultas foram divididas em cinco grupos (n=8). Um grupo
controle (C), um grupo castrado (CC) e os grupos castrados e tratados com
estrogénio (CE), isoflavona (Cl) e raloxifeno (CR). Dez semanas apos a
ovariectomia, iniciou-se o tratamento dos grupos CE, Cl e CR que durou 12
semanas. No final do tratamento, foi feita a medida direta da pressao arterial e
coletadas amostras de sangue, cuja concentracdo de calcio e fésforo foram
medidas. Os animais foram, entdo, sacrificados para se analisar o peso umido e
seco dos fémures direito e esquerdo, ventriculo esquerdo e utero, além da andlise
da concentragao de calcio e fésforo dos fémures.

O tratamento com a 17-B-estradiol, isoflavonas e raloxifeno nao alterou os
niveis pressoricos dos grupos C, CC, CE, Cl e CR (90,8 + 2,0 vs. 94,7 + 1,7 vs. 95,1
£ 0,9 vs. 91,3 £ 0,9 vs. 94,1 £ 1,2 mmHg, respectivamente). Os grupos CE e CR
obtiveram os menores niveis plasmaticos (6,1+ 0,7 e 6,3 = 0,1 mg/dL,
respectivamente) e os maiores niveis 6sseos (19,3 £ 0,5 e 18,7 £ 0,6 mg/g de
fémur, respectivamente) de calcio. O grupo CR apresentou o menor nivel de fésforo
sérico (5,5 + 0,5 mg/dL) e os grupos CE e CR apresentaram os menores niveis de
fésforo 6sseo (9,2 £ 0,7 e 10,0 £ 0,5 mg/g de fémur, respectivamente) . O grupo CE
obteve o menor ganho de peso corporal (203,8 + 4,3 g). Quanto ao peso dos

fémures, os grupos CE e CR obtiveram os maiores ganho de massa dssea (2,3 +

12



0,04; 2,0 £ 0,06 mg/g de fémur). O ventriculo esquerdo apresentou peso maior no
grupo CE (0,49 + 0,01 mg/g), assim como o peso do utrero (0,64 + 0,02 mg/qg).

Com base nos resultados obtidos, concluimos que os tratamentos com a
isoflavona e o raloxifeno apresentaram maiores beneficios, quando comparados ao
tratamento com o 17-B-estradiol, pois aumentaram a concentracdo de calcio e a
massa 6ssea sem alterar a pressao arterial e nem o trofismo das células cardiacas e

uterinas.
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Abstract

The estrogen has an important role in the homeostatic regulation of some
tissues of the organism, good illustrated by the pathophysiologics alterations that
occur in its deficiency, in the menopause. With the objective to brighten up these
alterations, the use of the hormonal replacement therapy (HRT) in the after-
menopause has been studied, in function of its benefits in the prevention of
osteoporosis and cardiovascular diseases. However, the traditional HRT with
estrogen is associated with a bigger incidence in the development of cancer of breast
and endometrium. One of the alternatives for the hormonal replacement is
isoflavones (phytoestrogens derivatives of the soy) and the raloxifene (SERM).

This study it has as objective to evaluate the possible effect of 17- -estradiol,
isoflavones and raloxifene on rats ovariectomyzeds throught of the measure of the
arterial pressure, bone and plasmatic calcium and phosphorus concentration,
corporeal, left ventricular and uterine weight.

Adult Wistar rats had been divided in five groups (n=8). A group has
controlled (C), a castrated group (CC) and the groups castrated and dealt with
estrogen (CE), isoflavone (Cl) and raloxifene (CR). Ten weeks after the
ovariectomia, initiated the treatment of groups CE, Cl and CR that lasted 12 weeks.
In the end of the treatment, the direct measure of the pressure arterial and collected
samples of blood was made, whose concentration of calcium and match had been
measured. The animals had been, then, sacrificed to analyze the humid and dry
weight of thighbone right and left, left ventricle and uterus, beyond the analysis of the
concentration of calcium and match of thighbone.

The treatment with 17-ss-estradiol, isoflavonas and raloxifeno did not modify
the blood pressure levels of the rats. Groups CE and CR had gotten the lesser
plasmatic levels and the biggest bone calcium levels. Group CR presented the
lesser level of plasmatic match and groups CE and CR had presented the lesser
levels of bone match. Group CE got the lesser profit of corporal weight. How much
to the weight of thighbone, biggest groups CE and CR had gotten the profit of bone
mass. The left ventricle presented bigger weight in group CE, as well as the weight

of uterus.
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On the basis of the gotten results, we conclude that the treatments with
isoflavone and the raloxifene had presented greaters benefits, when comparative to
the treatment with 17-ss-estradiol, therefore they had increased the calcium
concentration and the bone mass without modifying the arterial pressure and nor the

tropism of the cardiac and uterine cells.
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O envelhecimento € um processo multifatorial determinado pelo declinio fisioldgico,
bioquimico e funcional dos 6rgaos, o que aumenta a susceptibilidade as doencgas
cronico-degenerativas, exibindo caracteristicas proprias em diferentes individuos. A
mulher, especificamente, experimenta umas das mais inevitaveis consequéncias do
envelhecimento apdés a instalagdo da menopausa. A deplecao dos foliculos
ovarianos, com conseqlente faléncia funcional dos ovarios, culmina com a
interrupgao definitiva dos ciclos menstruais, caracterizando a menopausa (Gebara;
Aldrighi,1999).

Os ovarios produzem dois importantes hormdnios: o estrogénio e a
progesterona. Os estrogénios constituem um grupo de hormonios essenciais para o
desenvolvimento do utero, da mama e de outras importantes transformagdes
associadas com a puberdade, determinando as caracteristicas femininas de
distribuicdo de gordura além do processo de reprodugdo. Os estrogénios tém efeito
sobre inumeros tecidos do organismo feminino, tais como o sistema nervoso central,
0ssos, trato urinario, figado, coragdo, vasos sanguineos, dentre outros. O declinio
funcional dos ovarios ocorre de forma gradativa, englobando um periodo de
transicdo, denominado climatério, que se inicia aos 35 anos (Nilsson, 1985; Brincat
et al., 1988; te Velde et al., 1998).

A faléncia ovariana, com o fim da producdo de estrogénios, ainda é
acompanhada por pequena producdo de horménio masculino, a testosterona,
transformada em estradiol na gordura corporal. A glandula adrenal também mantém
a producao de horménio masculino, da mesma forma transformada em estrona e
estradiol. Ao lado do estroma cortical ovariano, essas sdo as Unicas fontes de
producdao de estrogénios apés a menopausa, bastante aquém da produgao que
ocorre na fase reprodutiva da mulher (Davison et al., 1995). A mais potente forma de
estrogénio é o estradiol, seguido pelo estriol e a estrona.

Embora seja um processo fisiolégico, a menopausa resulta em profundas
modificagdes no organismo da mulher, determinando, quase sempre, diversos
sintomas clinicos, além de torna-las susceptivel ao aparecimento de doengas, como
a osteoporose, as doengas cardiovasculares (DCV), atrofia urogenital, declinio
cognitivo, depressao e a doenga de Alzheimer (Xu et al., 2005).

Estudos epidemiolégicos mostram que, até os 35 anos de idade, a
prevaléncia de hipertensdo € maior no sexo masculino, porém, apés os 60 anos

mulheres sdo também acometidas. A hipertensado arterial é reconhecidamente um
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importante fator de risco para desenvolvimento de DCV. O efeito da menopausa na
pressao arterial ainda nao esta completamente entendido, mas o aumento
progressivo da pressdo arterial com o climatério é indiscutivel. O estrogénio
apresenta um efeito vasodilatador que é dependente do endotélio. Receptores
estrogénicos s&o encontrados ao longo de toda parede vascular, e, quando
estimulados respondem com vasodilatagdo. Além disso, o estrogénio parece
estimular a liberagdo de substancias como o 6xido nitrico e a prostraciclina, que sao
potentes vasodilatadores. As alteracbes no mecanismo de acdo e€ na producao
dessas substancias vasoativas seriam os principais responsaveis por modificagdes
na pressao arterial ocorrida na mulher apés a menopausa (Webb et al., 2000;
Fisman et al., 2002).

O estrogénio também esta envolvido no processo de hipertrofia do miocardio,
através do sistema renina-angiotensina, cujo ja conhecido efeito de remodelagéao e
aumento da transcricdo génica de proteinas no musculo cardiaco parece ser
modulado pelos receptores estrogénicos encontrados nas células musculares
cardiacas (Grobe et al., 2005; Agabiti-Rosei et al., 2002; Naoharu et al., 1995)

Depois das DCV, a osteoporose (OST) é outra doenga com alta incidéncia
em mulheres pds-menopausa. A OST é caracterizada por perda de massa éssea
com deterioragdo da microarquitetura do tecido 6sseo, resultando em fragilidade dos
0ssos e, consequentemente, aumentando o risco de fraturas. E a principal causa de
colapso vertebral e a maior causa de fraturas nos idosos.

Na menopausa ocorrem alteragdes de remodelagdo 6ssea, com aumento da
reabsorcao e aumento na atividade dos osteoclastos, a medida que os osteoblastos
deixam de exercer sua fungao reparadora. A acao estrogénica se faz diretamente
sobre os 0ssos através dos receptores estrogénicos e por efeitos sobre o colageno.
Nessa fase, os efeitos positivos dos estrogénios sobre a calcitonina, metabolismo da
vitamina D e absorgao de calcio estdo diminuidos (Bjarnason et al., 1998; O 'Connell
et al., 1998).

O metabolismo ésseo é regulado por trés hormonios sistémicos, responsaveis
pelo balango homeostatico corporal de calcio: paratorménio (PTH), 1,25
diidroxivitamina D [1,25(0OH),D] e calcitonina (CT) (Aksnes, 1992). O PTH e o
1,25(OH),D agem conjuntamente para manter os precisos limites séricos de calcio.
Sendo assim, diminuicdo dos niveis séricos de calcio leva estes hormoénios a

aumentar a reabsorcdo Ossea e diminuicdo da excregao renal de calcio e
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exatamente o inverso com o fésforo (Heaney, 2004). J4 a CT age diretamente sobre
as células osteoclasticas, embora de forma aguda, diminuindo sua fungao e,
portanto, inibindo a reabsorgao 6ssea (Bikle, 1995; Kim et al., 2003).

No sistema ésseo, o estrogénio age diretamente estimulando o aumento do
numero de células osteoblasticas que sdo ceélulas responsaveis por sintetizar matriz
Ossea e inibe a atividade osteoclastica que sao células responsaveis pela
reabsorcdo Ossea. Indiretamente, o estrogénio modula o metabolismo renal da
vitamina D e aumenta a secrecdo de calcitonina, ambos os mecanismos inibidores
da reabsorgao (Fontana & Delmas, 1999), portanto a auséncia de estrogénio justifica
as alteragdes no metabolismo 6sseo. Estudo realizado por Fontana & Delmas
(1999), mostra que o estrogénio age reduzindo o risco de fratura éssea, através do
aumento da densidade mineral 6ssea na coluna, radio e quadril em mulheres pos-
menopausa reduzindo o risco de adquirir OST. Sendo assim, o uso do estrogénio na
terapia de reposicao hormonal (TRH) seria benéfico para o osso.

A TRH é o recurso mais importante na (1) prevengdo da osteoporose
decorrente de hipoestrogenismo, diminuindo a reabsor¢gdo 6ssea com consequente
prevencao da perda ossea; e (2) prevencédo das DCV e a mesma terapia pode elevar
os riscos de desenvolvimento de cancer de mama e de utero (Purdie, 2000).

A acado do estrogénio, assim como de outros esterdides, depende, em parte,
da ligagdo com receptores intracelulares, abundantes em todo organismo (Hall,
2004). A interagao estrogénio/receptor resulta na formagado de um complexo movel
que se desloca até o nucleo, ligando-se com regides especificas do DNA e
modulando a transcricdo génica (Beato; Sanchez-Pacheco,1996). Isso explica os
mecanismos gendmicos do estrogénio que necessitam de horas ou dias para
ocorrerem e requerem transcricdo génica com subsequente modulagido na
expressao de proteinas (Klein-Hitpass et al.,1986). Alguns dos efeitos do estrogénio
sdo mediados por receptores localizados na superficie da célula, uma vez que
formas do estrogénio impermedveis a membrana celular induzem a mitose pela
ativacado da proteina quinase, assim como, a estimulagao na produgédo de GMPc e
liberagao de oxido nitrico (ON). A ativagao de receptores de superficie de membrana
esta relacionada a mecanismos nao-genémicos do estrogénio, que envolvem vias de
sinalizagao rapida tais como acoplamento com proteinas G e geragéo de segundos

mensageiros (Russel et al., 2000).
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Estes receptores estrogénicos foram descobertos por Jensen e Jacobson
(1962). A clonagem do receptor de estrogénio (RE), hoje conhecido como REa, foi
relatada por Green et al. e Greene et al., em 1986. Por muito tempo, acreditou-se
que so6 havia um tipo de receptor, entretanto, em 1996, Kuiper e colegas clonaram
um receptor proveniente da prostata de ratos, que foi denominado de RER. A
distribui¢ao tecidual e a afinidade relativa dos ligantes é diferente para os receptores
REa e REPB e essa descoberta péde ajudar a explicar a agao seletiva do estrogénio
sobre diferentes tecidos (Paech et al.,1997). Estudos recentes indicaram que o REJ
pode antagonizar ou controlar a atividade do REa em varios tecidos, incluindo o
utero, e mediar efeitos estrogénicos independentes da acdo do REa em alguns
tecidos, tais como 0sso e o sistema imune. Uma moderada a alta expresséo de REa
tem sido identificada na hipdfise, rins, epididimo e supra-renal, ao passo que uma
moderada a alta expressado do RE tem sido observada na préstata, pulméo, bexiga
e cérebro. Sobreposicao de receptores REa e REB tém sido identificadas nos
ovarios, testiculos, utero e ossos (Kuiper et al.,1997; Paech et al.,1997).

Mesmo com o aparente efeito benéfico do estrogénio na prevengao e
tratamento da osteoporose e alivio dos sintomas da menopausa, tém surgido
importantes restricbes quanto a seguranga da TRH nos esquemas terapéuticos
disponiveis. A TRH vem sendo associada ao desenvolvimento de cancer de
endométrio e mamas, além de seu uso prolongado estar relacionado a maior
incidéncia de eventos cardiovasculares e tromboembdlicos venosos. Um estudo
prospectivo publicado em 1998 gerou grande polémica na comunidade cientifica. Foi
denominado de HERS (“Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study”) e incluiu
2763 mulheres com idades entre 44 e 79 anos que apresentavam doengas
coronarias prévias e utero intacto. Todas foram acompanhadas por um periodo de
4,1 anos, com visitas a cada quatro meses para avaliagdes parciais dos resultados.
Foi concluido que a associagao do estrogénio/progesterona nao foi capaz de reduzir
as taxas de doencgas coronarias, mas, em contraste, observou-se um aumento
significativo destas no primeiro ano. Além do mais, houve uma elevacéo significativa
de tromboembolismo e doenca biliar. E interessante notar que, apés quatro anos de
seguimento, constatou-se significativa queda na taxa das doengas coronarias. Esse
estudo foi interrompido, ndo permitindo uma melhor avaliacdo do beneficio, em

longo prazo, da TRH (Grady et al., 1998). Esses fatos tém incentivado pesquisas de
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terapias alternativas ao estrogénio que sejam mais seguras e aceitaveis
(Kessel,1998).

Outro estudo mais recente, o WHI (Women’s Health Initiative) de 2002, foi
planejado para avaliar os riscos e beneficios de estratégias que potencialmente
reduziriam a incidéncia de doengas cardiovasculares, cancer de mama e colorretal e
fraturas osteopordéticas. Estas estratégias incluiam TRH, vitaminas e dieta em 16.608
mulheres com idades entre 50 e 79 anos. A parte do estudo que comparou a
utiizacdo de TRH (estrogénio associado a progestdogeno) com placebo foi
interrompida em 2002, pois 0 comité de seguranca do estudo constatou excesso de
risco de cancer de mama invasivo apos média de 5,2 anos de seguimento. Por outro
lado, houve uma redugao de 5% de fraturas de quadril no grupo que usava TRH.

Outros estudos observaram que mulheres do sudoeste asiatico, cuja dieta
basica é alimentos ricos em soja e seus derivados, apresentam menor incidéncia de
cancer, osteoporose e doengas cardiovasculares e sofrem menos com os sintomas
da menopausa que mulheres do ocidente. Esses baixos indices permaneceram em
asiaticas que migraram para o ocidente e que mantiveram seus habitos alimentares.
Entretanto, as imigrantes que aderiram a dieta ocidental, com baixo teor de
fitoestrogénios, apresentaram os indices semelhantes as das mulheres ocidentais
(Parkin, 1989; Shimizu et al.,1991; Adlercreutz,1990 e 1998; Adlercreutz et
al.,1993a). Este fato levou as isoflavonas, principais representantes dos
fitoestrogénios, encontrados na soja, a serem anunciadas como terapias alternativas
para uma variedade de condigdes hormdnio-dependentes, incluindo diminuigdo nos
riscos de cancer, alivio nos sintomas da menopausa (como ondas de calor), efeitos
positivos sobre a fungado cognitiva e deméncia e sobre a preservagao 6ssea. Por
isso, as isoflavonas se encontram sob intensa investigacao.

A soja e seus derivados s&o de isoflavonas. A maior parte das isoflavonas
ingeridas encontra-se na sua forma glicosidica (genistina, daidzina e glicitina) e para
serem absorvidas precisam, primeiramente, ser convertidas pelas glicosidases das
bactérias intestinais em agliconas como a genisteina, daidzeina e gliciteina. Apds
absorcdo intestinal, cai na circulacido porta apresentando intenso metabolismo
hepatico, sendo convertidas em seus metabdlitos que também sao
farmacologicamente ativos (Setchell et al.,1984). A daidzeina é biotransformada em
equol, dihidrodaidzeina ou o-desmetillangolesin (O-DMA), enquanto a genisteina é

convertida em p-etilfenol (Axelson et al.,1984; Kelly et al., 1993).
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As isoflavonas tém estrutura quimica muito semelhante aos estrogénios de
mamiferos (Setchell; Adlercreutz,1988), sendo o anel fendlico a estrutura principal
para a maioria dos compostos capazes de se ligarem aos receptores de estrogénio e
estimular a transcricdo génica (Leclerq; Heuson,1979). Varios trabalhos mostram
que as isoflavonas apresentam atividade estrogénica fraca, quando comparadas ao
estradiol e atuam tanto como agonistas parciais quanto antagonistas dos receptores
de estrogénio (Makela et al.,1995a e b, Brzozowski et al.,1997), dependendo de sua
concentracéo, tipo de receptor, presenga ou auséncia de estrogénios enddgenos e o
tipo de tecido-alvo (Kuiper et al.,1996). A afinidade relativa da daidzeina aos
receptores REa e REP é, respectivamente, 1000 vezes e 200 vezes menor do que
as mesmas concentragdes do estradiol. A afinidade relativa da genisteina ao
receptor REa é 25 vezes menor do que a do estradiol, ao passo que em relagdo ao
receptor REB ¢é equivalente (Kuiper et al.,1997).

A incidéncia de osteoporose e o risco de fraturas sao significativamente
menores em mulheres japonesas do que em mulheres ocidentais na poés-
menopausa (Cooper et al.,1992). A ipriflavona, fitoestrogénio sintético que apresenta
como principal metabdlito a daidzeina, foi capaz de prevenir perda éssea e aumentar
a formacao do osso, sendo utilizada como alternativa para TRH na prevencao da
OST na pés-menopausa (Brandi, 1993). Foi demonstrado por Arjmandi et al. (1996 e
1998) que a densidade Ossea foi maior em ratas adultas ovariectomizadas
alimentadas com proteinas da soja do que naquelas alimentadas com dietas a base
de caseina. O efeito poupador ésseo era mediado pelas isoflavonas contidas nas
proteinas da soja. Parece que a agédo de fitoestrogénios nao-esteroidais sobre a
remodelagem Ossea difere dos estrogénios classicos (Blair et al.,1996). A recente
identificacdo de REB nos ossos e a alta afinidade dos fitoestrogénios a esse tipo de
receptor podem explicar os efeitos das isoflavonas nesse tecido (Kuiper et al., 1997
e 1998). Esses efeitos ndo parecem ser estritamente hormonais, uma vez que
fatores de crescimento e citocinas apresentam um importante papel na regulagao da
atividade dos osteoclastos (Manolagas; Jilka,1995). Varias dessas substancias
agem via fosforilagdo da tirosina quinase, e, portanto, podem ser perfeitamente
influenciadas pela genisteina. Mais recentemente, tem sido sugerido que a
genisteina pode estimular a producdo de fator de crescimento transformador (1
(FCTB1) nos osteoclastos e que isto precipitaria a apoptose dessas células,

diminuindo a reabsorgao 6ssea (Kim et al., 1998).
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Além da isoflavona, outros compostos foram alvos de pesquisas, na
expectativa de se encontrar nestes novos compostos, o perfil do estrogénio para
serem usados na fase pds-menopausa sem causar os efeitos proliferativos sobre a
mama e endométrio, e que sejam capazes de reproduzir os efeitos benéficos do
estrogénio sobre o sistema cardiovascular e no tecido esquelético (Delmas et al.,
1997; Heaney & Draper,1996; Mitlak & Cohen, 1997). Os Moduladores Seletivos de
Receptores de Estrogénio (SERM) tais como o tamoxifeno e o raloxifeno foram
desenvolvidos com esse intuito (Mitlak & Cohen, 1997).

Um dos composto da classe dos SERMs é o raloxifeno (Ly-139481). O
raloxifeno foi desenvolvido para prevenir a osteoporose (Cosman & Lindsay, 1999;
Hochner-Celnikier, 1999) sem causar efeitos estimulatérios sobre a mama e o utero.
O raloxifeno mantém a densidade 6ssea em mulheres pds-menopausa atuando
sobre o remodelamento ésseo de forma similar como faz o estrogénio, reduzindo a
reabsor¢cao e o ciclo metabdlico do osso (Fontana & Delmas, 1999). Mulheres
tratadas com raloxifeno apresentaram ganho nos valores basais da densidade
mineral 6ssea da coluna e quadril em relacdo as que receberam placebo que
apresentaram diminuicdo da densidade mineral éssea (Delmas et al.,, 1997). O
raloxifeno também possui efeitos no figado alterando o metabolismo lipidico (Mitlak
& Cohen, 1997; Cosman & Lindsay, 1999). O provavel mecanismo para o raloxifeno
reduzir o colesterol aparentemente implica na reducao de receptores hepaticos de
LDL mediada por RE, no qual tem como resultado a intensificagdo da depuracao de
lipoproteinas séricas que contém as apolipoproteinas (apo B e apo E) (Brown &
Goldstein, 1980; Ma et al., 1986).

Diante deste amplo leque de tratamento para os sintomas e doengas
associadas ao climatério, faz necessario maiores estudos comparativos entre os
possiveis tratamentos, com o objetivo de auxiliar a escolha do mais eficaz e/ou

menos prejudicial a saude da mulher com a chegada da menopausa.
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com o 17-B-estradiol, as isoflavonas e o raloxifeno

em ratas menopausadas por ovariectomia.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da terapia de reposicao hormonal com 17-B3-estradiol, as
isoflavonas e o raloxifeno sobre:

- Peso corporal, peso do utero, peso da camara ventricular esquerda e dos fémures
direito e esquerdo.

- Presséo arterial

- Concentragao de calcio sérico e 0sseo.

- Concentracao de fosfato sérico e dsseo.
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3.1 Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas Wistar, fémeas, com idade de trés meses e peso
corporal variando entre (250-280g), fornecidos pelo Biotério de Pesquisa do
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do
Espirito Santo.

Os animais foram mantidos em temperatura controlada (20-25°C) e
iluminacéo artificial de acordo com o recomendado para biotérios de pesquisa
(FINEP). As ratas eram acomodadas em gaiolas (quatro por gaiola) com livre acesso

a ingestao de agua e racgao.

3.2 Grupos Experimentais
As ratas foram divididas em cinco grupos (n= 8), da seguinte forma:
1) Ratas controle (C).
2) Ratas castradas (CC).
3) Ratas castradas e tratadas com estrogénio (CE).
4) Ratas castradas e tratadas com isoflavona (Cl).

5) Ratas castradas e tratadas com raloxifeno (CR).

3.3 Protocolo Experimental

1° dia do protocolo
e Verificagdo do peso corporal.

e Castragao dos animais.

10 semanas apos a castragao (70° dia do protocolo)

¢ Inicio do tratamento para os grupos CE, Cl e CR

12 semanas apos o inicio do tratamento (154° dia do protocolo)
e Verificagdo do peso corporal.
e Cateterizagdo da artéria femoral para medida da pressao arterial direta (8
horas depois).
e Apds a medida da presséo arterial foram coletadas amostras de sangue para

dosagem do calcio e fosfato plasmatica.
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¢ Os animais foram sacrificados e o ventriculo esquerdo, utero e fémur direito e

esquerdo foram isolados para obtengao do peso umido e peso seco.

3.4 Tratamento com Estrogénio

Ao grupo de animais que foram tratados com estrogénio (17-B-estradiol,
diluido em 6leo vegetal), foram administradas doses diarias de 0,2 mg/100g de peso

corporal por via intramuscular por 12 semanas.

3.5 Tratamento com Isoflavonas

Ao grupo de animais que foram tratados com isoflavonas (diluido em agua),
foram administradas, durante 12 semanas, doses diarias de 0,6 mg/100g de peso
corporal por via oral pelo método de gavage, onde era introduzido na boca do animal
até atingir o eséfago, uma canula de aproximadamente 5 cm de comprimento,

através do qual o medicamento era injetado.

3.6 Tratamento com Raloxifeno

Ao grupo de animais que foram tratados com raloxifeno (diluido em agua),
foram administradas, durante 12 semans, doses diarias de 0,3 mg/ 100g de peso
corporal por via oral pelo método de gavage, onde era introduzido na boca do animal
até atingir o es6fago, uma canula de aproximadamente 5 cm de comprimento,
através do qual o medicamento era injetado

Todos os animais foram alimentados com a ragéo do tipo MP-77 da marca
Primor®.

3.7 Procedimento Cirurgico

3.7.1 Castragcao

Apds anestesia com Hidrato de Cloral 10%, as fémeas foram submetidas a uma
incisdo de 1 a 1,5 cm na pele, entre a ultima costela e a coxa, a 1 cm da linha
mediana, seguida de uma incisdo na camada muscular, abrindo a cavidade
peritoneal para posterior ligadura da trompa uterina e remog¢ao dos ovarios. Apés a
retirada da trompa uterina, foi realizada sutura da musculatura e pele. O mesmo

processo foi realizado no lado oposto. Ao final do procedimento, os animais
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receberam 0,1 ml do antibiético Enrofloxacina 2,5% (Flotril®), por via intramuscular e

foram colocados em gaiolas.

3.7.2 Cateterizacao

Os cateteres foram confeccionados pela conexao de duas canulas de
polietiieno PE10 e PE50, medindo trés e 15 cm de comprimento respectivamente,
montadas sobre um mandril de aco inoxidavel e soldadas por aquecimento. Apds a
anestesia com éter etilico, a artéria femoral foi isolada através de uma incisdo na
regido inguinal e nela introduzida a extremidade de menor calibre da canula PE10. A
extremidade livre da canula PE50 foi mantida e preenchida com solugdo salina
(NaCl 0,9%) e ocluida com o uso de um pino inoxidavel. Foi feita a coleta de sangue
(um ml) para posteriores dosagens bioquimicas. Logo apds a coleta do volume de
sangue, foi feita reposicdo com salina, através da canula, para garantir que nao
houvesse alteracbes na medida direta da pressao arterial. A canula entdo foi
heparinizada com solugédo de heparina a 2% para que nao ocorresse formagéo de
coagulos, que poderiam atrapalhar a medigdo da pressao direta. Foi feita a
exteriorizagdo da canula, por meio de um trocater, até proximo a regido médio-
cervical posterior do animal; apds ser exteriorizada, a canula foi fixada por um fio de
sutura, a fim de evitar que o animal pudesse arranca-la e/ou mordé-la. Esse
procedimento permitiu que o estudo pudesse ser realizado com animal acordado e
com o minimo de manuseio e perturbagao durante o procedimento. A canula arterial
foi utilizada para verificagédo direta da presséao arterial (PA) e ainda para a retirada de

amostra sangulinea para dosagem do perfil lipidico, calcio e fosfato sérico.

3.8 Procedimentos Experimentais

3.8.1 Medida direta da pressao arterial

No final do estudo, 8 horas apés a cateterizacdo, com o animal acordado e
com um minimo de perturbagdo e manuseio, o cateter de polietileno (canula) foi
conectado a um transdutor de pressao (Spectramed P23XL) e os dados de presséo
arterial média (PAM), foram digitalizadas (Acgknowledge for Windows; Biopac Inc.) e

armazenados em disco rigido do computador para analises futuras.
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3.8.2 Coleta de sangue

Durante o processo de cateterizagdo, antes da heparinizagdo da canula foi
coletado um ml de amostra de sangue. No momento da coleta os animais ndo se

encontravam em jejum.

3.8.3 Dosagem de Calcio Sérico
Método: Quimica Seca - Vitros (Johnson Produtos Profissionais) - Método
Colorimétrico de ponto final, baseado na complexagcdo do calcio com o quelante

Arsenazo lll.

3.8.4 Dosagem de Fésforo Sérico

Método: Quimica Seca - Vitros (Johnson Produtos Profissionais) - Método
Colorimétrico de ponto final baseado na formagao do complexo fosfomolibdato de
amoénio (descrito inicialmente por Fiske e Subbarow), identificado através do p-

metilaminofenol.

3.8.5 Dosagem de Calcio e Fésforo Osseo

A dosagem de cinzas foi realizada com colocagéo do fémur em cadinhos de
porcelana vazios na mufla a uma temperatura de 525° C, durante 15 minutos. Apods
o resfriamento em dessecador, por um periodo de 1 hora, os cadinhos de porcelana
foram tarados para obtengéo do peso de 10 g da amostra.

A amostra foi carbonizada (em bico de Bunsen) sob temperatura de 200° C e
incinerada em mufla a temperatura de 525° C. Apdés a queda da temperatura da
mufla até 200° C, a amostra foi retirada e resfriada em um dessecador até
temperatura ambiente para a medida do peso final.

Para a dosagem de calcio e fésforo, a amostra foi submetida a incineragéo,
em mufla conforme o procedimento para determinagao de cinzas. As cinzas obtidas
com &acido cloridrico (1+1) foram dissolvidas, adicionadas 2 gotas de acido nitrico e
20ml de agua e filtradas em baldo volumétrico de 100ml. Para a determinacéo de
calcio foram adicionados 250 ml de agua, 20 ml de trietanolamina a 30% e solugao

de hidréxido de sédio até atingir pH 12. Além disso, foi colocada uma pastilha
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indicador-tampéo. A Titulagdo com EDTA foi feita com solugédo de EDTA 0,1 M até

que a coloracao da solucao passasse de vermelho-violaceo a verde.

3.8.6 Estimativa da massa dos tecidos

Sacrificados os animais, o coragao, utero e fémures foram isolados, limpados
e lavados com solucgao fisioldgica. O excesso de liquido foi removido com papel de
filtro e em seguida foram pesados. O indice de hipertrofia do ventriculo esquerdo,
dos rins e do utero foram estimados e corrigidos em mg de tecido umido/100g de
peso corporal. Para obtencdo do peso seco desses 6rgaos, foram colocados em
estufa a temperatura de 100°C por 24 horas para eliminagdo da agua. Os 6rgaos
foram pesados e o indice de hipertrofia do ventriculo esquerdo, dos rins e do utero

foram estimados e corrigidos em mg de tecido seco/100g de peso corporal.
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3.9 Anadlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM)
para todos os grupos estudados, comparando-se os grupos CS, CC, CE, Cl e CR.
Os niveis de significancia estabelecidos foram 0.05 e 0.01. Para a analise
estatistica, foram realizadas analises de variancia (ANOVA) de uma via, seguida
pelo calculo das diferengas minimas significativas entre as médias pelo teste post
hoc Fisher's LSD.

29



4.1. Efeito dos tratamentos sobre a Pressao Arterial Média

Na figura 1, estdo demonstrados os valores basais da pressao arterial média
(PAM). N&o foram observadas alteracdes entre os valores pressoéricos entre os
grupos C, CC,CE,Cle CR (90,8 £2,0vs. 94,7 £+ 1,7 vs. 95,1 £ 0,9 vs. 91,3+ 0,9 vs.

94,1 £ 1,2 mmHg, respectivamente).
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Figura 1: Valores médios da pressdo arterial média de ratas controles (C), ratas castradas (CC),
castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apds 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sdo fornecidos como média + EPM.

4.2. Efeito dos tratamentos sobre os Niveis Séricos e Osseos de
Calcio e Fosforo

4.2.1. Calcio Sérico

Na figura 2, estda demonstrado os valores médios do calcio sérico. Foi
observado que o tratamento com estrogénio e raloxifeno foi capaz de diminuir o
calcio sérico quando comparado com o grupo castrado (6,1+ 0,7; 6,3 + 0,1 e 8,2 £

0,1 mg/dL, respectivamente, com p< 0,05).
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Figura 2: Valores médios do calcio sérico de ratas controles (C), ratas castradas (CC), castradas e
tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apdés 12 semanas de
tratamento, n = 8. Os valores sao fornecidos como média + EPM.

* p<0,05 vs. CC

4.2.2. Fosforo Sérico

Na figura 3, esta demonstrado os valores médios de fosforo sérico. Foi
observado que o grupo CR (5,5 £ 0,5) teve o fosforo sérico menor que o C e CE (6,7
+ 0,3 e 7,0 £ 0,5 mg/dL, respectivamente, com p< 0,05) e Cle CC (7,1+0,6 e 7,2
0,5 mg/dL.
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Figura 3: Média dos valores de fosforo sérico de ratas controles (C), ratas castradas (CC), castradas
e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apés 12 semanas de
tratamento, n = 8. Os valores sao fornecidos como média + EPM.

*p<0,05vs.CeCE

**p<0,01vs.Cle CC
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4.2.3. Calcio Osseo

Na figura 4, estd demonstrado os valores médios de calcio désseo. Foi
observado que o grupo C (19,4 + 1,0 mg/g de fémur) apresentou o calcio dsseo,
estatisticamente,maior que os grupos CC, Cle CR (17,2 + 1,0; 17,6 £+ 0,6 € 18,7 £
0,6 mg/g de fémur, respectivamente com p< 0,01). O grupo CC (17,2 + 1,0 mg/g de
fémur) apresentou niveis de calcio 6sseo, significantemente, menor que os grupos
CE,CleCR (19,3 £0,5; 17,6 £ 0,6 e 18,7 £ 0,6 mg/g de fémur, respectivamente
com p< 0,01). O grupo CE (19,3 = 0,5 mg/g de fémur) também apresentou calcio
6sseo maior que os grupos Cl e CR (17,6 £ 0,6 e 18,7 + 0,6 mg/g de fémuir,
respectivamente com p< 0,01). E, por fim, o grupo CR (18,7 + 0,6 mg/g de fémur)
foi, significantemente, maior que o grupo Cl (17,6 £ 0,6 mg/g de fémur, com p<
0,01).
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Figura 4: Média dos valores de calcio 6sseo de ratas controles (C), ratas castradas (CC), castradas e
tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apés 12 semanas de
tratamento, n = 8. Os valores sao fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

## p<0,01 vs. CC

++ p<0,01 vs. CE

&& p<0,01 vs. CI

4.2.4. Fésforo Osseo

Na figura 5, estd demonstrado os valores médios de fésforo 6sseo. Foi
observado que o grupo C (9,3 + 0,8 mg/g de fémur) apresentou niveis de fosforo
0sseo, significantemente, menor que os grupos CC, Cle CR (12,0+0,6; 11,1+ 1,3 e
10,0 + 0,5 mg/g de fémur, respectivamente, com p<0,01). O grupo CC (12,0 + 0,6
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mg/g de fémur) apresentou nivel de fésforo 6sseo maior que os grupos CE, Cl e CR
(9,2+0,7; 11,1 £ 1,3 e 10,0 £ 0,5 mg/g de fémur, respectivamente, com p<0,01). O
grupo CE (9,2 £ 0,7 mg/g de fémur) foi, estatisticamente, menor que os grupos Cl e
CR (11,1 £ 1,3 e 10,0 £ 0,5 mg/g de fémur, respectivamente, com p<0,01). Por fim, o
grupo CI (11,1 £ 1,3 mg/g de fémur) foi, significantemente, maior que o grupo CR
(10,0 £ 0,5 mg/g de fémur com p<0,01).
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Figura 5: Média dos valores de fosforo 6sseo de ratas controles (C), ratas castradas (CC), castradas
e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apds 12 semanas de
tratamento, n = 8. Os valores sao fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

## p<0,01 vs. CC

++ p<0,01 vs. CE

$$ p<0,01 vs. ClI

4.3. Efeito dos tratamentos sobre o Peso Corporal

Os resultados das médias dos pesos corporais iniciais e finais estdo descritos

na tabela 1.

GRUPO C CccC CE Cl CR

Peso Inicial | 196,5+ 3,3 | 205,7 + 3,4 203,8+4,3 |197,7+2,4 | 197,54+ 3,1
(9)

Peso Final |268,1+14 |291,2+1,9 258,1+3,3 | 2886+58 |277,1+£8,2
(9) # ** H 4+ # 1t

Tabela 1: Médias dos pesos corporais iniciais e finais de ratas controles (C), ratas castradas (CC),
castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apd6s 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sao fornecidos como média + EPM

## p<0,01 vs.C

**p<0,01 vs. CC

# p<0,05 vs. CC

++ p<0,01 vs. CE
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Como esperado, ndao houve diferenga significante no peso corporal inicial das
ratas. Entretanto, ao final do tratamento, o grupo C teve ganho de peso,
estatisticamente, menor que os grupos CC e Cl (p< 0,01). O grupo CC ganhou,
significantemente, mais peso que os grupos CE (0,01) e CR (p< 0,05). E o grupo CE
ganhou menos peso teve ganho menor que o Cl (p<0,01). E o grupo CE ganhou

menos peso que os grupos Cl e CR (p< 0,01).

4.4. Efeito dos tratamentos sobre o Peso dos Fémures Umidos e
Secos

4.4.1. Peso Umido do Fémur Direito

Na figura 6, estao ilustrados o peso umido do fémur direito corrigido pelo peso
corporal final das ratas. O grupo C (3,2 = 0,14 mg/g) apresentou peso,
estatisticamente, maior que o grupo CC (2,8 £ 0,13 mg/g, com p< 0,01) e Cl (2,9 £
0,06 mg/g, com p<0,05). O peso do grupo CE (3,3 £ 0,08 mg/g) foi maior que o CC
e Cl ((2,8 £ 0,13 e 2,9 £ 0,06 mg/g, com p<0,01) e o CR ((3,0 £ 0,08 mg/g, com p<
0,05).
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Figura 6: Média dos valores do peso umido do fémur direito de ratas controles (C), ratas castradas
(CC), castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apds 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sao fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

*p<0,05vs.C

## p<0,01 vs. CE

# p<0,05 vs. CE
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4.4.2. Peso Seco do Fémur Direito

Na figura 7, estado ilustrados o peso seco do fémur direito corrigido pelo peso
corporal final das ratas. O peso do grupo C (2,1 + 0,08 mg/g) foi maior que o CC (1,8
+ 0,06 mg/g, com p<0,01). O peso do grupo CE (2,3 + 0,04 mg/g) foi maior que os
grupos CC, Cle CR (1,8 £ 0,06; 1,9 £ 0,01 e 2,0 + 0,06 mg/g, respectivamente, com
p< 0,01).

#H

Peso Fémur Seco Dir (mg/g)

Cc cc CE Cl CR

Figura 7: Média dos valores do peso seco do fémur direito de ratas controles (C), ratas castradas
(CC), castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apds 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sdo fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

## p<0,01 vs. CE

4.4.3. Peso Umido do Fémur Esquerdo

Na figura 8, estdo ilustrados o peso umido do fémur esquerdo corrigido pelo
peso corporal final das ratas. O peso do grupo C (3,2 £ 0,09 mg/g) foi maior que os
grupos CC e CI (2,6 £ 0,16 e 2,8 + 0,08 mg/g, respectivamente, com p<0,01) e o
grupo CR (2,9 £ 0,11 mg/g, com p< 0,05). O peso do grupo CE foi maior que os
grupos CC e Cl (2,6 + 0,16 e 2,8 + 0,08 mg/g, respectivamente, com p<0,01) e CR
(2,9 £ 0,11 mg/g, com p< 0,05).
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Figura 8: Média dos valores do peso umido do fémur esquerdo de ratas controles (C), ratas castradas
(CC), castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apds 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sdo fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

*p<0,05vs.C

## p<0,01 vs. CE

# p<0,05 vs. CE

4.4.4. Peso Seco do Fémur Esquerdo

Na figura 9, estéo ilustrados o peso seco do fémur esquerdo corrigido pelo peso
corporal final das ratas. O grupo C (2,1 = 0,05 mg/g) apresentou peso,
estatisticamente, maior que o grupo CC (1,8 £ 0,07 mg/g, com p< 0,01) e CI (1,9
0,06 mg/g, com p<0,05). O peso do grupo CC (1,8 £ 0,07 mg/g) foi menor que o CR
(2,0 £ 0,09 mg/g, com p< 0,05). O peso do grupo CE (2,2 + 0,02 mg/g) foi maior que
oCCeCl(1,8+0,07 e 1,9 £ 0,06 mg/g, com p<0,01) e 0 CR ((2,0 £ 0,09 mg/g, com
p< 0,05).
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Figura 9: Média dos valores do peso seco do fémur esquerdo de ratas controles (C), ratas castradas
(CC), castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apds 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sdo fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

*p<0,05vs.C

# p<0,05 vs. CC

++ p<0,01 vs. CE

+ p<0,05 vs. CE

4.5. Efeito dos tratamentos sobre o Peso do Ventriculo Esquerdo

4.5.1. Peso Umido do Ventriculo Esquerdo

Na figura 10, estdo demonstrados os pesos umidos do ventriculo esquerdo
corrigidos pelo peso corporal final das ratas. Foi observado que o peso do grupo C
(1,7 £ 0,06 mg/g) foi menor que o grupo CE (1,9 + 0,04 mg/g, com p<0,01) e maior
que o grupo CI (1,5 £ 0,05 mg/g, com p<0,05). E o peso do grupo CE (1,9 + 0,04
mg/qg) foi, significantemente, maior que os grupos CC, Cl e CR (1,7 £ 0,06; 1,5 + 0,05

e 1,6 £ 0,05 mg/g, respectivamente, com p<0,01).

37



3 —
°
(@)]
£
Lu 2 L *%
i — ##
©
O
o
E L
o 1
@]
(2]
[)]
o
0 .
Cc cc CE cl CR

Figura 10: Média dos valores do peso umido do ventriculo esquerdo de ratas controles (C), ratas
castradas (CC), castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR),
apos 12 semanas de tratamento, n = 8. Os valores sado fornecidos como média + EPM.
**p<0,01vs.C

*p<0,05vs.C

## p<0,01 vs. CE

4.5.2. Peso Seco do Ventriculo Esquerdo

Na figura 11, estdo demonstrados os pesos secos do ventriculo esquerdo
corrigidos pelo peso corporal final das ratas. Foi observado que o peso do grupo C
(0,47 £ 0,02 mg/g) foi maior que o grupo CC (0,42 £ 0,0 mg/g, com p< 0,05) e o
grupo Cl (0,39 + 0,0 mg/g, com p< 0,01). O grupo CE (0,49 = 0,01 mg/g) foi,
estatisticamente, maior que os grupos CC e Cl (0,42 + 0,0 e 0,39 + 0,0 mg/g,
respectivamente, com p< 0,01) e CR (0,44 £ 0,01 mg/g, com p< 0,05). Por fim, o
peso do grupo CI (0,39 £ 0,0 mg/g) foi menor que o grupo CR (0,44 + 0,01 mg/g,
com p< 0,05).
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Figura 11: Média dos valores do peso seco do ventriculo esquerdo de ratas controles (C), ratas
castradas (CC), castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR),
apos 12 semanas de tratamento, n = 8. Os valores séo fornecidos como média + EPM.

*p<0,05vs.C

**p<0,01vs.C

## p<0,01 vs. CE

# p<0,05 vs. CE

+ p<0,05 vs. CI

4.6. Efeito dos tratamentos sobre o Peso do Utero

4.6.1. Peso Umido do Utero

Na figura 12, estdo demonstrados os pesos umidos do utero corrigidos pelo
peso corporal final das ratas. Foi observado que o peso do grupo C (3,2 £ 0,14 mg/g)
foi, significantemente, maior que os grupos CC, CE, Cl e CR (0,6 + 0,05; 1,9 £ 0,07;
1,0 £ 0,08 e 1,0 £ 0,13 mg/g, respectivamente, com p<0,01). O peso do grupo CC
(0,6 + 0,05 mg/g) foi, menor que os grupos CE e CI (1,9 £ 0,07 e 1,0 £ 0,08 mg/g,
respectivamente, com p<0,01) e do grupo CR (1,0 + 0,13 mg/g, com p<0,05). Por
fim, o peso do grupo CE (1,9 + 0,07 mg/g) foi, estatisticamente, maior que os grupos
CleCR(1,0£0,08 e 1,0 £ 0,13 mg/g, respectivamente, com p<0,01).
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Figura 12: Média dos valores do peso umido do utero de ratas controles (C), ratas castradas (CC),
castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apés 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sdo fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

## p<0,01 vs. CC

* p<0,05 vs. CC

++ p<0,01 vs. CE

4.6.2. Peso Seco do Utero

Na figura 13, estdo demonstrados os pesos secos do utero corrigidos pelo peso
corporal final das ratas. Foi observado que o peso do grupo C (0,79 + 0,03 mg/qg) foi,
significantemente, maior que os grupos CC, CE, Cl e CR (0,34 + 0,04; 0,64 £ 0,02;
0,44 £ 0,02 e 0,43 + 0,03 mg/g, respectivamente, com p<0,01). O peso do grupo CC
(0,34 £ 0,04 mg/g) foi menor que o grupos CE (0,64 + 0,02 mg/g, com p<0,01) e do
grupo CI (0,44 £ 0,02 mg/g, com p<0,05). Por fim, o peso do grupo CE (0,64 + 0,02
mg/qg) foi, estatisticamente, maior que os grupos Cl e CR (0,44 + 0,02 e 0,43 £ 0,03

mg/g, respectivamente, com p<0,01).
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Figura 13: Média dos valores do peso seco do utero de ratas controles (C), ratas castradas (CC),
castradas e tratadas com estrogénio (CE), com isoflavona (Cl) e com raloxifeno (CR), apés 12
semanas de tratamento, n = 8. Os valores sdo fornecidos como média + EPM.

**p<0,01vs.C

## p<0,01 vs. CC

* p<0,05 vs. CC

++ p<0,01 vs. CE
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A importancia do horménio sexual feminino — o estrogénio, na atividade
homeostatica de muitas células e tecidos no organismo, torna-se evidente por
ocasiao da queda na sua producdo no climatério, que acarreta uma série de
alteragdes fisiopatolégicas. Dentre estas, as doengas cardiovasculares e a
osteoporose, tém motivado muitos estudos por parte da comunidade cientifica. Por
essa razdo, a terapia de reposigcdo hormonal (TRH) tem sido recomendada para
mulheres na pos-menopausa com O objetivo de prevenir e reduzir os sintomas
observados (Lobo,1990). Entretanto, a mesma terapia tem sido associada a efeitos
colaterais graves, como o de cancer de mama e utero. Diante do paradoxo efeito da
TRH tradicional, vem aumentando o numero de pesquisas sobre substancias
alternativas que possam substituir o estrogénio na TRH em mulheres na pos-
menopausa (Kessel,1998). Dentre essas alternativas destacam-se as isoflavonas
(fitoestrogeno derivado da soja) e o raloxifeno.

Varios estudos tém mostrado que a incidéncia de hipertensdo € menor em
mulheres na pré-menopausa do que em homens, igualando-se aos homens apéds a
menopausa. Dubey e Jackson (2001) mostraram que as mulheres na menopausa
apresentaram elevacdo da pressao arterial. Lip et al. (1995) descreveram que
mulheres na menopausa usando TRH com estrogénio, apresentaram menor
probabilidade de desenvolver hipertensdao do que mulheres na mesma idade nao-
tratadas. Essas observagdes levaram os cientistas a supor que a deficiéncia dos
horménios esterdides, estrogénio e progesterona contribuem para o aumento da
pressao arterial.

Nevala et al. (2002) relacionou o efeito anti-hipertensivo do 17-B-estradiol e
genisteina (metabdlito da isoflavona). Ele afirma que o efeito de vasoconstriccao
direta da angiotensina |l é reduzido em 38% quando ratas espontaneamente
hipertensas sao tratadas com o 17-B-estradiol e em 31% quando tratadas com a
genisteina por duas semanas. Além disso, a genisteina, agudamente, tem um efeito
inibidor sobre a fosforilagdo da tirosina quinase, sendo isso independente dos efeitos
estrogénicos da genisteina.

Quanto ao raloxifeno, Pavo et al. (2000) demonstrou alteragbes na sintese de
oxido nitrico e a resposta de aumento da pressao arterial induzida por vasopressina
em ratas ovariectomizadas, foi prevenida pelo tratamento de um més com raloxifeno

ou 17-B-estradiol.
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Nesse estudo, avaliamos os efeitos do 17-B-estradiol, isoflavona e raloxifeno
sobre a pressao arterial e balangco mineral 6sseo de ratas pés-menopausadas. Nao
observamos alteracdes nos niveis de pressao arterial nas ratas castradas tratadas
ou ndo, embora haja uma tendéncia do grupo tratado com o estrogénio (17-3-
estradiol) a ter nivel pressérico maior. Sainz et al. (2004) em seus experimentos,
também observaram que nem a castracdo e nem o tratamento com 17-3-estradiol
nao foram capazes de alterar a presséo arterial.

A acgao do estrogénio no osso se da via receptores estrogénicos alfa (REa) e
beta (REB). Bonnelye et al. (2002) demonstrou que o REa esta presente nas células
osteoblasticas e tem um papel funcional na proliferagdo e diferenciagcao
osteoprogenitora, além de demonstrar que os niveis de RNAm da sintese de REa
estdo diminuidos em ratas ovariectomizadas. Outros estudos também confirmam a
efeito protetor sobre a densidade mineral 6ssea dos estrogénios, isoflavonas e
SERMs (Kim et al., 2003; Lee et al., 2004; Sato et al., 1994). Efeito adicional do
estrogénio parece ser a inibicdo a produgao de paratorménio (PTH), pela glandula
paratiredide. Gonen et al. (2005), encontraram niveis diminuidos de PTH no plasma
sanguineo, assim como aumento de densidade 6ssea em ratas gravidas onde teor
de estrogénio encontra-se aumentado.

Na nossa pesquisa, a ovariectomia diminuiu o conteludo de caélcio ésseo e o
peso dos fémures, além de aumentar os niveis de fosforo 6sseo e calcio sérico.
Resultado semelhante foi encontrado por Kim et al. (2003), que trataram ratas
ovariectomizadas com ipriflavona pura ou co-administrada com estrogénio por cinco
semanas e, Lee et al. (2004), que trataram ratas ovariectomizadas com isoflavona
ou 17-B-estradiol por 16 semanas. Estes dois trabalhos também corroboram com
nossos resultados, pois demonstram a prevengao da perda de conteudo ésseo de
calcio e aumento de fosfato do tratamento com 17-B-estradiol e isoflavona. Sato et
al. (1994) também obtiveram resultados semelhantes ao nosso estudo, pelo efeito
preventivo do tratamento com raloxifeno sobre o conteudo 6sseo de caélcio e
densidade mineral d&ssea, no tratamento por cinco semanas de ratas
ovariectomizadas.

Além da agao sobre o osso, varios estudos tém relacionado a TRH com
alteracao do trofismo do musculo cardiaco. O midcito cardiaco possui receptores
estrogénicos REa e REB, cuja agédo esta associada ao aumento do didametro e

comprimento da fibra muscular cardiaca de camundongos (Forsters et al., 2004).
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A hipertrofia cardiaca é caracterizada pelo aumento do tamanho das células
miocardicas, alto grau de organizagao dos sarcOmeros, reativagdo do programas de
genes fetais e alteragbes na transcrigdo e translagdo génica, resultando no
incremento da sintese protéica (Sugden; Clerk,1998).

Dentre os fatores associados a génese da hipertrofia destaca-se a
Angiotensina II. A All € um importante peptideo que atua na regulagéo da pressao e
volume sanguliineo. Sabe-se que a All tem um importante papel no desenvolvimento
de varias doencgas cardiovasculares. A All apresenta atividade inotropica e
cronotropica diretas sobre o coragao (Ferrario et al.,1991). Além disso, a All estimula
a migracao, proliferagédo, hipertrofia e a sintese protéica das células musculares
lisas, dos midcitos cardiacos e dos fibroblastos. Estudos recentes mostraram acdes
adicionais da All sobre a hipertrofia cardiaca por ser capaz de estimular a proteina
quinase B (PQB) via ativagao do receptor AT1 e, para isso, é requerida a ativagao
da tirosina quinase e trifosfato de inositol (IP3) (Takahashi et al.,1999).

A genisteina é uma potente inibidora da tirosina quinase e tem sido
demonstrado que ela é capaz de inibir a ativagdo da PQB (Matsui et al.,2002). Isso
nos sugere que a genisteina pode inibir a hipertrofia cardiaca mediada pela PQB.
Em nosso estudo, o grupo que recebeu isoflavona, realmente, obteve menor peso
de ventriculo esquerdo, seja umido ou seco.

Ogita et al. (2004) mostrou que o raloxifeno também foi capaz de prevenir a
hipertrofia cardiaca em camundongos. No nosso estudo, o grupo tratado com
raloxifeno teve o peso da camara cardiaca esquerda menor que o grupo tratado com
estrogénio, mas maior que o grupo tratado com isoflavona. Ndo houve diferenga em
relagao aos outros grupos, nao evidenciando papel preventivo do raloxifeno sobre o
aumento do peso do ventriculo esquerdo.

Muitas teorias tentam demonstrar o efeito anti-hipertrofico do 17-B-estradiol
sobre o musculo cardiaco. O mesmo estimula a liberagao do fator natriurético atrial,
que por sua vez age sobre a guanilato ciclase e inibe a hipertrofia do midcito
cardiaco (Babiker et al., 2004). No entanto, também ha um aumento da quantidade
de All tecidual no miocardio em resposta ao tratamento com estrogénio, que poderia
induzir uma hipertrofia cardiaca (Grohe, 1998). Nossos resultados demonstraram
maior peso ventricular do grupo que recebeu estrogénio quando comparado aos

demais grupos.
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Um dos maiores problemas das terapias tradicionais de reposicdo hormonal
com estrogénio estd no aumento do risco de desenvolvimento do cancer de mama e
endométrio (Ravnikar,1992).

Santell et al. (1997) estudando ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas,
observaram que a ingestdo de 750ug/g de isoflavonas, induziu a um aumento do
peso uterino e da expressdao de c-fos, um marcador molecular da atividade
estrogénica. Isso sugere que a acdo da genisteina sobre o utero € via receptor de
estrogénio. Diel et al. (2001) utilizando ratas DA/Han (raga, com alteragao congénita,
capaz de desenvolver tumores do sistema reprodutor e urinario espontaneamente)
observaram os efeitos da genisteina sobre o endométrio e o epitélio vaginal, em
ratas normais e com cancer de endométrio induzido. Nas ratas normais, eles
observaram que a genisteina estimulou a proliferagao tanto do endométrio quanto do
epitélio vaginal e aumentou a expressao do complemento C3, outro marcador da
atividade estrogénica no utero de ratas, de uma forma dose-dependente. Porém, no
modelo experimental de cancer endometrial, apesar de ter estimulado a expressao
do gene C3, a genisteina nao foi capaz de promover o crescimento tumoral. Nesses
estudos, os efeitos proliferativos induzidos pela genisteina sobre o utero foram
significativamente menores que os observados na administragdo do 17-3-estradiol,
mesmo quando as doses da genisteina correspondiam a valores 10 ou 100 vezes
maiores que a concentragdo do estrogénio.

Em nosso estudo, observamos que o grupo castrado teve reducéo de 81 e
56% do peso do utero umido e seco, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle. Este resultado demonstra, enfaticamente, o efeito uterotréfico do
estrogénio enddgeno. Ja no grupo castrado e tratado com 17-B-estradiol esta
redugao foi de apenas 40 e 18%, respectivamente, para peso umido e seco. Isso
mostra que o estrogénio exdgeno também exerce um forte efeito uterotréfico. No
grupo tratado com isoflavona, esta reducéao foi de 68 e 44%, mostrando uma fraca
acgao uterotrofica da isoflavona.

Black et al. (1994) em sua pesquisa, observou que o raloxifeno nao
apresentou atividade uterotréfica. Este resultado foi semelhante ao deste estudo,
onde o peso seco do utero do grupo tratado com raloxifeno foi igual ao do grupo
castrado. Carthew et al. (1999), também encontrou resultado semelhante em

camundongos.
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Concluindo, este trabalho demonstrou serem valido as terapias alternativas
de reposicao hormonal com raloxifeno e estrogénio, quando se quer evidenciar
efeito protetor na osteoporose pds-menopausa, sem os efeitos colaterais de

elevacao da pressao arterial ou uterina.
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