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Resumo

Introduc@o: Com o aumento na expectativa de vida da populagdo, morbidades como a osteoporose
estdo mais presentes na vida de idosos e, principalmente, de mulheres que sofrem de afeccles
relacionadas com a menopausa. Para tentar prevenir a ocorréncia dessa doenca que afeta a
densidade o6ssea, facilitando o acometimento por fraturas, estudos vém sendo conduzidos com a
utilizacdo da terapia de reposi¢do hormonal, voltadas para substincias quimicas que possam
desempenhar a mesma fungdo dos hormdnios naturais, porém sem os efeitos colaterais
encontrados na terapia medicamentosa. Objetivo: O presente estudo avaliou a influéncia do
fitoestrogeno isoflavona na histomorfometria do tecido 6sseo de ratas, submetidas a ooforectomia.
Métodos: 30 ratas Wistar foram distribuidas em trés grupos: controle (G1, n=10); ooforectomia
(G2, n=10); e oofrectomia e fitoestrogeno (G3, n=10). Imediatamente apds a ooforectomia, os
animais dos grupos G3 foram tratados com isoflavona (0,25 mg/kg/dia) diluida em alcool
benzilico 5% e 6leo de milho 95%, duas semanas, via inje¢do subcutanea. Na sequéncia, todos os
animais foram eutanasiados em guilhotina, as tibias direitas coletadas e processadas para analise
histomorfométrica em microscopia de luz. Resultados: A area do canal medular e a espessura do
tecido dsseo cortical da tibia, tanto G2 como G3, ndo revelaram variagdes teciduais significativas.
Conclusdo: Os modelos nao foram efetivos na remodelacdo Ossea de ratas Wistar
ooforectomizadas.
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Abstract

Introduction: With the increase in life expectancy of the population, morbidities such as
osteoporosis are more present in the lives of the elderly and, especially, of women who suffer
from conditions related to menopause. In order to try to prevent the occurrence of this disease,
which affects bone density, making fractures easier, studies have been conducted with the use of
hormone replacement therapy, focusing on chemical substances that can perform the same

Biosaude, Londrina, v. 23, n. 1, 2021



function as natural hormones, but without the side effects found in drug therapy. Objective: This
study evaluated the influence of the phytoestrogen isoflavone on bone tissue histomorphometry
in rats submitted to oophorectomy. Methods: 30 Wistar rats were distributed into three groups:
control (G1, n=10); oophorectomy (G2, n=10); and oophorectomy and phytoestrogen (G3, n=10).
Immediately after oophorectomy, animals in the G3 groups were treated with isoflavone (0.25
mg/kg/day) diluted in 5% benzyl alcohol and 95% com oil, two weeks, via subcutaneous
injection. Following this, all animals were euthanized in guillotine, the right tibias collected and
processed for histomorphometric analysis in light microscopy. Results: The medullary canal area
and cortical bone tissue thickness of the tibia, both G2 and G3, revealed no significant tissue
variations. Conclusion: The models were not effective in bone remodeling in oophorectomized
Wistar rats.

Keywords: osteoporosis, phytotherapy, ovariectomy, tibia.

INTRODUCAO

A expectativa de vida da populagdo brasileira vem crescendo, consequéncia de
melhores condi¢des sanitarias, bem como na melhoria dos servicos de saude, o que
acarreta no envelhecimento populacional ! %),

O climatério, também popularmente conhecido como “menopausa”, corresponde
ao periodo de transicdo entre o periodo fértil e ndo fértil da vida de uma mulher, sendo
considerado como um momento de transi¢ao para o envelhecimento dos individuos deste
sexo . A menopausa traz alguns transtornos para a vida da mulher, como alteragdes
hormonais, urogenitais e emocionais. Destaca-se a redugdo lenta e gradativa do hormonio
estrogénio no corpo ©). Essa diminui¢io, além de promover alteragdes no tecido 6sseo
predispondo a osteoporose, acaba afetando o tecido cartilaginoso devido ao estrogénio
também atuar como um condroprotetor, ou seja, possibilitando a degradagdo da
cartilagem articular ©.

Nesse sentido, o tratamento e/ou prevencdo da menopausa pode ser feito com o
uso do exercicio fisico, ingestio de calcio e vitamina D (7 e pela terapia de reposigdo
hormonal ®. A reposicdo hormonal tem sido utilizada desde a década de 60 e ainda ha
controvérsias sobre os riscos € beneficios da terapia. O uso da reposi¢do em baixas doses
de estrogeno traz um efeito protetor sobre a densidade mineral 6ssea, porém, hé indicios
de que o estrogénio acaba resultando em alteracdes no endométrio, tromboembolismo
venoso, aumento do risco do cancer de mama e de acidentes
vasculares coronarianos &,

Desta forma, pesquisas sobre medicamentos alternativos para o tratamento dos
efeitos da menopausa se apresentam efetivas, como estudos com o uso de isoflavonas,
fitoestrogenos derivados da soja semelhantes ao estrogeno !9, A isoflavona busca
compensar a deficiéncia hormonal durante a fase do climatério e mesmo que seus efeitos
estrogénicos sejam pequenos, ela ainda pode exercer um efeito agonista, substituindo
funcionalmente o estrogénio e atuando nos efeitos da menopausa !V,

Especificamente na cartilagem, a isoflavona parece interferir no metabolismo,
reduzindo os sintomas de osteoartrite por meio do efeito antioxidante, controla a
inflamacdo ao exercer papel imunomodulador, condi¢do de ameniza os efeitos da doenca
(12.13) Visto que os efeitos do uso de fitoestrogénios ainda ndo sio totalmente esclarecidos
e a substituicdo da terapia hormonal convencional por estes vem sendo utilizada 19, o
presente estudo avaliou a influéncia do fitoestrogeno isoflavona na histomorfometria do
tecido Osseo de ratas, submetidas a ooforectomia.
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MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), com certificado experimental no uso de
animais em pesquisa n° 18/16 CEUA, registrado com n° 31/14. O grupo amostral foi
composto por 30 ratas da linhagem Wistar, com idade média de 10 semanas, com peso
aproximado de 250g, obtidas do Biotério Central da UNIOESTE e mantidas no
Laboratorio de Estudo de Lesdes e Recursos Fisioterapéuticos, em caixas padrao de
polipropileno (49cm comprimento x 34cm largura x 16cm altura, com 3 animais por
caixa), em ambiente com temperatura de 23+1°C, com fotoperiodo de 12 horas (ligado
entre 7:00-19:00 horas), recebendo agua e racao (Nuvital) ad libitum. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos, composto por dez ratas cada, sendo:

® Grupo Controle (G1): ratas que ndo foram submetidas a nenhum tipo de
intervengao, sendo o grupo controle absoluto;

® Grupo Ooforectomia (G2): ratas que foram submetidas ao protocolo de
ooforectomia como forma de indugao da osteoporose;

® Grupo Ooforectomia + Isoflavona (G3): ratas que foram submetidas ao protocolo
de ooforectomia como forma de indugdo da osteoporose e tratadas com terapia de
reposic¢ao fitoterapica.

Protocolo de Ooforectomia

Apo6s duas semanas de aclimatacdo ao biotério setorial, aos 79 dias de vida, os
animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (Dopalen, 100 mg/kg) e xilazina
(Anasedan, 14 mg/kg)!'®. No procedimento de ooforectomia foi realizada a anestesia,
tricotomia e antissepsia com alcool iodado na regido do baixo ventre, sendo em seguida
feita a incisdo cirargica longitudinal, com lamina de bisturi. Depois de ter acessado a
cavidade peritoneal, o tecido adiposo foi afastado até a identifica¢do das tubas uterinas e
dos ovarios. Em seguida, realizou-se a sutura com fio Catgut 4.0 simples na area dos
cornos uterinos, promovendo a ressec¢do dos ovdrios bilateralmente. Ao final do
procedimento, foram realizadas suturas por planos de estratigrafia, sendo feitas
internamente com fio reabsorvivel Catgut 4.0 simples e as externas com fio de nylon 4.0.

Protocolo de Reposicio com Isoflavona

A reposi¢cao hormonal do G3 foi realizada de acordo com protocolo adaptado de
CHOW et al. 19, utilizando-se isoflavona (0,25 mg/kg/dia), diluida em 4lcool benzilico
5% e 6leo de milho 95% com dose subcutinea no dorso dos animais, com as aplicacdes
iniciadas imediatamente apds a cirurgia e com uma dose didria, durante quinze dias.

Processamento histolégico

24 horas apds o periodo de tratamento, os animais foram anestesiados (conforme
protocolo citado) e eutanasiados por decapitagdo em guilhotina (Insight). As tibias do
lado direito foram coletadas para processamento histologico. Para tal, foram fixadas em
solucdo de formol 10% por 24 horas. Apos este periodo, foram lavadas em agua corrente
por 1 hora e imersas em solucao de acido tricloroacético 5%, sendo mantidas na solugao
descalcificadora por 10 dias, com trocas da solucdo a cada cinco dias. Na sequéncia, as
tibias foram novamente lavadas em agua corrente por 1 hora, acondicionadas em alcool
70% e, posteriormente seguiram as etapas rotineiras para inclusdo em parafina, onde
foram desidratas em séries crescentes alcoolicas e diafanizadas em xilol, sendo inclusas
em parafina para obtencdo dos blocos, e seccionadas transversalmente na espessura de 7
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um em aparelho de microtomia Olympus CUT 4055® com posterior coloragdo em
hematoxilina e eosina (HE) (7.

Apoés, as laminas foram analisadas e o melhor corte de cada animal foi
fotodocumentado, com fotomicroscopio Olympus DP71®, em aumento final de 40x para
analise da 4rea do canal medular. No aumento de 100x, foram mensuradas a espessura do
osso cortical, em trés pontos equidistantes da tibia (®.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa Graph Pad Prism 6.0®.
Inicialmente foi realizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk, posteriormente a
comparagdo entre os grupos foi realizada por meio de ANOVA unidirecional (Analysis
of Variance), com pos teste de Tukey, com nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS

Na analise do tecido 6sseo da tibia, foi verificado que tanto o modelo de privagdo
hormonal quanto o com reposi¢cdo com isoflavonas, ndo foram efetivos na remodelagao
ossea, conforme tabela 1.

Tabela 1. Parametros morfométricos da tibia de ratas com relagdo a area do canal medula
e a espessura do osso cortical.

GRUPOS Area do Canal Medular (um?) Espessura do Osso Cortical (um)
Gl 1870679 + 381527 365,6 + 28,80
G2 1538966 + 370358 378,6 £29,79
G3 1775760 + 110247 372,1 £39,29

Valores expressos como média + desvio padrio da média.

DISCUSSAO

Os fitoestrogenos apresentaram efeitos positivos no processo de remineralizardo
6ssea, sendo considerados agentes anti-osteoporoticos em potencial 419, No presente
estudo, foi possivel observar que tanto a técnica de privacdo hormonal quanto a de
reposic¢ao com isoflavonas, ndo promoveram modifica¢cdes morfométricas, considerando-
se a area do canal medular, bem como a espessura do osso cortical, porém salienta-se que
o periodo em que a provavel privacdo hormonal, bem do tratamento fitoterapico foram
relativamente curtos, o que provavelmente impactou nos achados.

Em um estudo realizado por Tai et al. ®, 430 mulheres de 45 a 65 anos
consumiram 300 mg/dia de isoflavonas, associado ao uso de vitamina D e célcio durante
dois anos, porém os resultados demonstraram que o tratamento ndo foi efetivo para
prevenir o declinio da densidade mineral 6ssea da coluna lombar e do fémur comparado
ao grupo placebo. Ao contrario desse resultado, assim como do presente estudo, a terapia
com isoflavonas ja se mostrou benéfica a mineralizagdo 6ssea ?*?". No estudo de Singh
et al. @¥, a formononetina, uma isoflavona metoxi, foi utilizada em camundongas
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ovariectomizadas e lesionadas na base mediana do fémur, com o objetivo de verificar o
reparo 0sseo e efeito curativo apos tratamento no periodo de 21 dias. O grupo tratado com
isoflavona, obteve melhor efeito de regeneracdo e expressdo osteogénica, demonstrando
um potencial reparador de fraturas em eventos de osteoporose. Deve-se salientar que tais
resultados ocorreram em modelo de fratura, o que difere do presente estudo, no qual ndo
havia um estimulo t3o agressivo.

Modelos animais de ooforectomia sdo amplamente usados para reproduzir a
diminui¢ao hormonal existente no periodo do climatério e estudar as alteracdes na massa
6ssea ®. Zhu et al. ?¥, demonstraram em 30 camundongos de 8 semanas de idade,
comprometimento das estruturas trabeculares, diminui¢ao do volume 0sseo e perda dssea
evidente apos 8 semanas de ooforectomia. Isso sugere que o periodo de 15 dias ¢
insuficiente para promover alteracdes degenerativas a estrutura Ossea, bem como da
reposicao com isoflavona, nao alterando o tecido tibial, também merece destaque que o
modelo animal utilizado foi diferente, sendo uma possivel causa da auséncia de efeitos.

Apesar de ndo haver alteracdes Osseas, a literatura aponta que os fitoterapicos
estao sendo utilizados como maneira alternativa para tentar equilibrar a perda hormonal
ocasionada na menopausa ?>2%, bem como demonstraram colaborar com preservagio
6ssea em mulheres na pos-menopausa ?”). Apesar da isoflavona de soja possuir efeitos
comprovados em experimentos, além da sua capacidade de diminui¢do dos riscos em
relagdo as doencas cardiovasculares em mulheres na menopausa ®, sua utilizagdo no
tratamento da osteoporose foi relacionada em pesquisas epidemiologicas, onde mulheres
asiaticas no periodo da pés-menopausa possuiam uma incidéncia menor de osteoporose,
possivelmente explicada pela alta ingestao de produtos derivados da soja, comum aquelas
culturas @,

Sugere-se que para melhor elucidagdo do efeito da isoflavona, sobre individuos
com situagao de privagdo hormonal, sejam avaliados periodos de tratamento mais longos,
tanto para a privagdo hormonal como para a utiliza¢do de terapias com isoflavonas, visto
que esta apresenta evidéncias positivas para mineralizagdo 0ssea, mas que ainda ndo
foram totalmente descritas, o periodo curto de privagao e tratamento, mostrou-se como a
principal limitacdes deste estudo. Também foram limitacdes a falta de coleta sanguinea
para avaliar os efeitos da suplementacdo em relagdo aos parametros bioquimicos e
hormonais, o que se sugere que novos estudos abordem, bem como o uso de animais
idosos, visando mimetizar melhor o que ocorre com o ser humano.

CONCLUSAO

O modelo de ooforectomia bem como a terapia com isoflavona nao promoveu
alteragdes ao tecido 0sseo da tibia de ratas Wistars ooforectomizadas.
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