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1.INTRODUCAO



Na ultima década, a utilizagdo de medicamentos padronizados de origem
vegetal para tratar diversas doengas ganhou nova dimensdo. Tais compostos
apresentam substancias marcadoras em uma concentracdo e dosagem constantes,
o que lhes confere a capacidade de anadlise experimental sob paradmetros
reproduziveis e de alta precisdo. Estas caracteristicas e a generalizacao de seu uso
levaram varios paises, dentre os quais o Brasil, a determinar uma legislacao
especifica para esta nova classe de medicamentos (Wollschlaeger, 2003; Cohen,

2003; Brandao, 2006).

Dentre as diversas afeccdes para as quais se propde a terapia com estes
fitoterapicos, sobressaem as queixas decorrentes das alteracbes hormonais,
particularmente no climatério. Existe, atualmente, um grande interesse em

alternativas medicamentosas para controlar tais sintomas.

Entretanto, o uso dos derivados de plantas ainda estd envolto em grande
controvérsia, ndo sendo reconhecido por grande parte da comunidade cientifica
(Qerter Klein et al., 2003; Taylor, 2003). A ultima revisao sobre o assunto, efetuada
pela Sociedade Norte Americana de Menopausa, atesta ndo existirem evidéncias
suficientes para negar ou confirmar a eficacia de fitoterdpicos nas manifesta¢des do
climatério (The North American Menopause Society, 2004), por outro lado trabalhos
recentes demonstram que podemos utilizar eficientemente os fitoestrogénios em
mulheres no inicio da menopausa e que apresentem sintomas leves ou moderados;
respeitados estes parametros, devem ser avaliados como uma possibilidade

terapéutica de primeira linha (Tempfer et al., 2007).



Entre as espécies de plantas mais estudadas, destacam-se a Cimicifuga
racemosa (CM), o Trifolium pratense (TP) e as isoflavonas de soja. A CM e o TP
motivaram diversos trabalhos clinicos randomizados na Ultima década,
demonstrando acao no tratamento dos sintomas do climatério (Hidalgo et al, 2005;
Alves, 2006 Radowicki et al., 2006; Wuttke et al., 2006; Uebelhack et al. 2006; Imhoff

et al. 2006).

1.1. CARACTERIZACAO DAS ESPECIES VEGETAIS

A Cimicifuga racemosa (CR), Acteia racemosa (AR) ou Cimicifuga é nativa da
América do Norte tendo se aclimatado bem na Europa. Os indios pré-colombianos ja
conheciam suas propriedades terapéuticas; essas tribos utilizavam as raizes e folhas
desta planta em preparacdées para diminuir a dor do trabalho de parto ou como
antidoto para picada de cobra. (Mahady, 2005) Desde o século XIX, sdo enfatizadas
suas propriedades antiinflamatérias e anti-hipertensivas, com relatos de uso para dor
pélvica, cdlicas menstruais, cefaléia e dores articulares. A farmacopéia britanica
também cita outras indicagdes tais como artrite, reumatismo, mialgia, dor ciatica e
tosse. (Mahady, 2002) A partir de 1995, varios estudos demonstraram sua atividade
na reducao dos sintomas do climatério (Lehmann-Willenbrock et al., 1988; Mckenna
et al, 2001; Liske et al, 2002; Winterhoff et al, 2002; Low Dog et al, 2003). Seus
principais constituintes sdo glicosidios triterpénicos, alcaldides, isoflavonas
(formononetina) e derivados fenilpropanoicos. As doses recomendadas para
humanos variam entre 2 a 4 mg de deoxiacteina (substancia marcadora dos

derivados de CR) por dia (Kaari, Baracat, 2006).



O Trifolium pratense (também conhecido como Trevo Vermelho) ou Trifolium
€, de longa data, estudado pela Medicina Chinesa Tradicional; sendo empregado
como nutriente e agente terapéutico para diversas afecgdes. Seu uso disseminou-se
pela Asia Central e Europa, estando incorporado a diversas Farmacopéias em face
do conhecimento de suas propriedades terapéuticas. Esta indicado tradicionalmente
para doencas pulmonares e da pele e disturbios hormonais. A atividade esteroidal
do Trevo Vermelho foi primeiramente verificada em vacas e ovelhas que, ao se
alimentarem desta planta em grandes quantidades, desenvolviam infertilidade
(Doenca do Trevo); entretanto, tal fato ndo foi observado em humanos, mesmo com
ingestao de altas doses de seus derivados. Seus principais constituintes sdo as
isoflavonas, os derivados cumarinicos, glicosidios cianogénicos e 6leos volateis. As
doses usuais variam de 20 a 80 mg de isoflavonas de TP por dia. (Lima, Alves,

2006)

Ambas as plantas possuem extratos padronizados e registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) para tratamento dos sintomas do
climatério, tais como: fogachos, insénia, ondas de calor e labilidade emocional.
Entretanto, até 0 momento, as informacgdes quanto a dose mais eficiente em relacao
as caracteristicas da mulher e ao produto utilizado sao incompletas, bem como a

resposta de certos 6rgaos e tecidos ao seu estimulo hormonal (Mahady, 2005).

1.2. CIMICIFUGA RACEMOSA E ENDOMETRIO

Poucos trabalhos relacionam a atividade endometrial e as acdes da

Cimicifuga racemosa.



Wuttke et al (2003), em estudo duplo-cego randomizado com 62 mulheres
apds a menopausa com idades variando entre 40 e 60 anos, que receberam extrato
de Cimicifuga (n = 20), estrogénios conjugados (n = 22) e placebo (n = 20) por 12
semanas, observaram que a espessura endometrial permaneceu inalterada, de
forma semelhante ao placebo, mas sofreu aumento significativo com o uso de
estrogénios conjugados. Os autores concluem que extratos de CR nao apresentam
estimulo endometrial significativo e, conseqientemente, ndo devem induzir
neoplasia endometrial, 0 que poderia autorizar o0 seu uso sem o0 acréscimo de

progestdégenos para protecao do endométrio.

Jarry et al (2003), em estudo imunoistoquimico em células endometriais
humanas e de porcas, observaram atividade endometrial ndo relacionada a
receptores estrogénicos alfa ou beta, especulando sobre a existéncia de um possivel

receptor estrogénico gama, ja observado em certas espécies de peixe.

Kretzschmar et al (2005), em estudos com ratas ooforectomizadas verificaram
que, comparativamente ao estradiol, ndo ocorreu estimulacao uterina apds 17 dias
de suplementagdo, avaliando o peso uterino, a expressao de receptores

estrogénicos e a proteina Ki67.

1.3. TRIFOLIUM PRATENSE E ENDOMETRIO

Também sdo descritos poucos estudos do TP e sua acado endometrial.
Nestes, ndo se verifica estimulo proliferativo ou hiperplasico. (Clifton-Bligh et al,

2001; Hale et al, 2001; Imhof et al, 2006).



Clifton-Bligh et al (2001) realizaram estudo duplo-cego e randomizado com 46
mulheres com um ano ou mais de menopausa e com idade até 65 anos; foram
administrados placebo ou extratos de Trifolium pratense em trés doses diferentes
(28,5 mg, 57 mg e 85,5 mg por dia, respectivamente) pelo periodo de 6 meses.
Verificaram que a espessura endometrial, avaliada pela ultrassonografia
transvaginal, ndo apresentou mudanca estatisticamente significativa ao final do

periodo e nenhuma delas apresentou endométrio maior que 5 mm.

Hale et al. (2001) efetuaram estudo duplo-cego e randomizado em 30
mulheres na perimenopausa, com idades entre 45 e 53 anos que autorizaram
biopsia endometrial antes e apds a utilizagdo de extratos de TP na dose de 50 mg
ou placebo por trés meses. Nao encontraram diferenga na intensidade de expressao
da proteina Ki-67, caracterizando auséncia de proliferacdo ou inibicdo de

proliferacao celular no endométrio.

Imhof et al (2006), em estudo duplo-cego randomizado com 109 mulheres
apds a menopausa que receberam 80 mg de extratos de TP durante 90 dias,
observaram diminuicdo da espessura endometrial avaliada pela ultrassonografia
transvaginal em relagcdo ao placebo, sem alterar as concentracdes séricas de
estradiol. Concluem que as substancias presentes nestes derivados devem exercer
algum efeito inibidor seletivo para as células endometriais, o que fornece evidéncia
para futuros estudos das isoflavonas no tratamento dos sintomas do climatério e sua

seguranca em mulheres nao histerectomizadas.



Nao encontramos, até a presente data, trabalhos que analisassem os efeitos

de TP no endométrio de ratas.

1.4. RECEPTORES DE HORMONIOS ESTEROIDES

Os hormobnios esterdides estrogénios e progesterona sao lipofilicos de
pequeno peso molecular e estdo envolvidos na regulacdo da funcédo reprodutora
exercendo também acao em outros sistemas (Clark, McGuire, 1988): Demonstrou-se
que os estrogenos e a progesterona apresentam mecanismo de agao similar em

relacdo a seus receptores.

Os hormbnios apresentam acdo seletiva na dependéncia dos receptores
celulares que pode ser explicada pela possibilidade da ativacdo de diferentes
isoformas de receptores (derivados do mesmo género) ou subtipos (derivados de

géneros similares) (Clark, McGuire, 1988).

O receptor estrogénico (RE) é um fator nuclear responsavel pelos efeitos
biolégicos do estrogénio. Pertence a uma familia de receptores nucleares que inclui
0s receptores esterdides, 0s receptores retinoicos e outros ainda nao identificados.
Sao conhecidos trés tipos de receptores estrogénicos: o, B e y (também conhecido
como B2), sendo que as duas primeiras formas sdo as mais conhecidas e
estudadas. O receptor estrogénico alfa (REa) é formado por 595 aminoacidos e
possui grande similaridade com os receptores de outros hormoénios esterbides. O
receptor estrogénico beta (REP) possui 485 aminoacidos e tem uma estrutura

bastante semelhante ao anterior. Ambos os receptores estdo distribuidos pelos



diversos 6rgaos e tecidos em quantidades variaveis. Atualmente tem sido descritos
receptores estrogénicos hibridos, que apresentam semelhancas aos anteriores.

(Kuiper et al, 1996; Li et al, 2004).

O receptor de estrogénio é dividido em seis regides e cinco dominios de A a
F. O REPB tem 96% de homologia na seqliéncia de aa se comparado ao a no dominio
de ligagdo com o DNA, 53% de homologia no dominio de ligagdo hormonal (Weihua
et al, 2003). As caracteristicas das ligacoes hormonais do REa e do REB sao
semelhantes, indicando que eles respondem de modo comparavel aos mesmos

hormonios (Kuiper et al, 1996).

O receptor de estrogénio a é traduzido por um RNAm, derivado de um gene
do braco longo do cromossoma 6 (Parker, 1993), com peso molecular de 66,000
daltons com 595 aminodacidos (aa) e meia vida de aproximadamente quatro a sete
dias, portanto, uma proteina de alta renovacdo. O receptor de estrogénio B €

codificado por um gene localizado no cromossoma 14 (Cramer et al, 2003).

Os avancos em Biologia Molecular alcangcados nos ultimos anos para elucidar
0 mecanismo de acdo dos receptores estrogénicos permitiram descobrir os
inibidores deste receptor que nédo se unem ao dominio de ligacdo hormonal. As
diferentes formas adotadas pelo receptor estrogénico em presenca de diferentes
estruturas esteroidais influem diretamente na atividade transcricional, regulando a
unido de cofatores a esta parte da molécula e, indiretamente, modulando a
estabilidade do receptor. Foram identificados varios peptideos que atuam sobre a
interacao receptor-cofator, capazes de inibir a transcricdo. A atividade bioldgica

destas estruturas é, por vezes, intrigante. O efeito final encontrado sera determinado



por: estrutura do subtipo de sitio de ligacao estrogénica, a natureza da unidade
ativadora e o balango dos coativadores e correpressores presentes nas diferentes

células alvo (Turgeon et al , 2004).

1.5. PROTEINA Ki67

O antigeno nuclear Ki67 é encontrado em todas as células durante as fases
G1, S, M e G2 do ciclo celular, mas esta ausente na fase GO; desta forma, ele € um
marcador da proliferagdo celular. E uma molécula que pode ser facilmente detectada
nas células em fase proliferativa, dando uma idéia da intensidade e do ritmo de

multiplicacao celular (Sawhney, 1992).

Em 1983, Gerdes et al, em estudo para a producdo de anticorpos
monoclonais que identificariam antigenos nucleares especificos das células de
Hodgkin e Reed-Sternberg, descreveram a preparagdo de um anticorpo monoclonal
de camundongo. Este foi denominado Ki67 por ser a amostra numero 67 de um total

de 167 anticorpos testados.

Em 1989, Schonk et al., relataram que a proteina Ki67 é codificada por um
unico gene, localizado no brago longo do cromossomo 10 (10g25).
Em revisao de literatura médica, Brown, Gatter (1990) verificaram que este marcador
€ encontrado em tecidos normais e neoplasicos de humanos e de alguns animais

como o carneiro, cdo, rato, coelho e bovinos.
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Atualmente, tem sido proposta sua utilizacdo como orientador no prognéstico
de certos tipos de neoplasia endometrial e pulmonar (Zastawski et al, 2001; Carvalho
et al., 2005; Oshima et al., 2005; Saber, Salehian, 2005). Poucos trabalhos tém o

endométrio como foco da expressao desta proteina.

Cho et al (2004) observam que a expressao de Ki67 é variavel durante o
periodo menstrual, sendo muito alta na fase proliferativa e em menor intensidade na

fase secretora; observam, ainda, que esta ausente no periodo apés a menopausa.

Ozuyasal et al. (2005), estudando endométrio normal, hiperplasico e
neoplasico em humanos, observam que a expressao desta proteina é diretamente

relacionada a maior intensidade da proliferagéo celular.

Carvalho (2006), estudando o endométrio de 30 mulheres ap6s a menopausa
gue apresentavam polipos endometriais, observou que a expressao da proteina Ki67
foi significativamente maior no tecido glandular e no estroma do pdlipos comparado

ao endométrio adjacente.

Klaassens et al, (2006) estudaram o endométrio de mulheres apds a
menopausa que receberam terapia hormonal (estrogénio, tibolona, estrogénio +
medroxiprogesterona) e observaram que a expressao de Ki67 foi significativamente
maior naquelas que receberam5 reposicao de estrogénio puro em comparagcao com

0s outros medicamentos.
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Nao existem estudos que demonstrem a expressdao da proteina Ki67 no
endométrio de ratas Wistar, porém este marcador foi utilizado com sucesso em

estudos realizados com ratas Berko (Weihua et al, 2000).

1.6. CARACTERISTICAS DO MATERIAL EM ESTUDO

A linhagem de ratos Wistar foi criada no Instituto Wistar de Anatomia e
Biologia na Filadélfia (EUA) como a primeira espécie animal padronizada com uma
homogeneidade genética para pesquisa em laboratério. A selecdo genética destes
ratos albinos comegou em 1909, persistindo até os anos 1960 quando o Instituto

vendeu os direitos de marca para utilizacado do nome Ratos Wistar (Clause, 1998).

Comparados ao organismo humano, o metabolismo do rato Wistar € muito
acelerado; alguns estudos comparam o animal com 24 meses de vida ao humano de
aproximadamente 60 anos de idade; sob esta ética, cada dia de vida do animal
corresponderia a aproximadamente 25 dias de vida do ser humano (Sakai et al,

1997; Kang et al, 2006).

Ha décadas, estes animais sdo utilizados para estudo de substancias
farmacolégicas pois oferecem um excelente meio de experimentagdo devido a sua
homogeneidade genética, a facilidade de criacdo em biotérios, ao seu tamanho para
manipulagdo cirurgica e similaridade de reacdes histoldgicas se comparados ao

organismo humano (Clause, 1998).
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1.7. METODO IMUNOISTOQUIMICO

Os métodos bioquimicos vém sendo progressivamente substituidos pelas
técnicas imunoistoquimicas. Estas técnicas permitem observar o sitio especifico do
receptor nas células, distinguir atividade de receptor de estrogénio e receptor de

progesterona.

A Imunoistoquimica surgiu com as pesquisas em imunopatologia que
comecaram na década de 1940, mas somente a partir da década de 1970 ganhou
um sentido pratico com utilizagdo em maior escala, entrando para a rotina
diagnéstica. Com a criacdo dos anticorpos monoclonais, que proporcionam
reagentes de alta especificidade, a técnica teve grande desenvolvimento e
aumentou sua participacdo em pesquisas cientificas, no uso para diagnéstico e

como progndstico na evolucao do paciente (Kupper, 1983)

As técnicas de coloracdo imunoistoquimica permitem que se faca a
visualizagcdo de antigenos por meio da aplicacdo sequencial de um anticorpo
especifico do antigeno (anticorpo primario), de um anticorpo secundario ao anticorpo
primario, e de um complexo enzimatico com um substrato cromogénico, com etapas
de lavagem de permeio. A ativacdo enzimatica do complexo resulta num produto de
reacao visivel no local do antigeno. A amostra pode entdo ser contrastada e coberta
com uma laminula. Os resultados sao interpretados por meio de um microscépio de
luz, e ajudam a formular o diagnéstico diferencial dos processos fisiopatoldgicos, os
quais podem ou nao estar associados a antigenos especificos (Schmitt et al, 1992;

Schmitt et al, 1995).
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Embora seja um método simples, os resultados podem ser influenciados por
diversos fatores: fixacao do espécime, escolha dos anticorpos, as diversas reagdes

bioquimicas envolvidas, interpretacao das laminas (Werner et al, 2005).

1.8. METODO MORFOMETRICO

A quantificagao, nas Ciéncias Biomédicas, objetiva verificar com precisédo as
medidas para obter uma analise diagnéstica correta e, se possivel, também um
prognoéstico das condigcdes encontradas a partir da devida andlise dos dados

(.Mandarim-de-Lacerda, 1991).

A palavra morfometria é formada pelo radical grego - morphe, que significa a
forma, associado ao radical grego - metrikos, ou do latim - metricu, que significa ato
de medir ou processo de estabelecer dimensdes. Assim sendo, a Morfometria tem
como meta tornar mais precisa a coleta, a apresentacao e a analise dos resultados
obtidos em pesquisas e na rotina de laboratério, permitindo ainda se relacionar as
diferentes estruturas anatémicas com as funcdées em evidéncia (Montes et al, 1989).
A analise pode ser macro e microscopica e, para nosso trabalho, analisaremos

dados de microscopia.

A Ocular Integradora é um recurso freqlientemente utilizado na morfometria
microscopica. Ela pode ser constituida por pontos, linhas ou outros elementos de
identificagdo. O principio de utilizacdo € a identificagdo da coincidéncia
(sobreposicao) dos pontos ou linhas da ocular com determinada estrutura, objeto do

estudo, por exemplo, determinadas células, vasos, coldgeno e outros tecidos. Pode
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ser substituida por uma matriz de pontos colocada na tela de um monitor ligado a
uma camara de video acoplada ao microscépio. O seu uso ainda é atual, pois nao

ha forma de substituicdo pela morfometria computadorizada (Abdalla et al, 2005).

Outros recursos deste grupo seriam a camara-clara que pode ser acoplada ao

microscépio de luz ou uma_lupa (microscépio estereoscépico), esse conjunto permite

o desenho do campo observado ao microscépio/lupa em uma folha de papel ou uma
mesa digitalizadora. A ocular de tambor é utilizada para avaliar didmetros de
estruturas, enquanto que a ocular quadriculada é utilizada para avaliar areas.
Embora esses recursos ainda sejam empregados, eles foram muito usados até o

aperfeicoamento da morfometria computadorizada (Abdalla et al, 2005).

A morfometria computadorizada pode ser de dois tipos:

o Interativa — a primeira a ser utilizada e que exigia a participacdo do
pesquisador, que teria que contornar as estruturas a serem medidas para as
comparacées e mensuracdo dos dados. Como exemplo desse tipo de

aparelho temos o MOP-videoplan e 0 KS100, ambos da Kontron-Zeiss.

o Automatica — descrita ao final da década de 80, permite a medicao
automatica, mais rapida e com menor interacdo do pesquisador, inclusive com
a utilizacdo de "Macros”, que sao gravacoes da rotina do procedimento
morfométrico, acelerando ainda mais a coleta de dados. Os mais difundidos
no nosso meio sdo os da série KS300 ou superior, da Kontron-Zeiss, e os da

série Q500MC, da Leica.
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Quanto ao célculo do tamanho da amostra ja existem formas de avaliacao por
meio de programas estatisticos ou preferencialmente por meio do Célculo da Média
Acumulada, proposta por Williams (1977). Para a Visualizacdo e Editoracdo de
imagens existem varios programas disponiveis, dentre eles, o Adobe Photoshop,

ACDsee, PicaViewer e até mesmo o editor de imagens do proprio KS.

O pesquisador deve estar sempre atento quanto a ocorréncia de viés (bias)
ou erros de observacao que sé podem ser excluidos com a criteriosa escolha do

preparado a ser analisado e da técnica conveniente de morfometria.

Deve-se salientar que o emprego da morfometria evidentemente ndo invalida as
consagradas técnicas de morfologia classica, ou mesmo da analise qualitativa e
semi-quantitativa empregadas pelos morfologistas e patologistas. A finalidade das
técnicas de morfometria é de tornar mais objetiva e rapida a apresentacédo e a
tabulacdo dos resultados obtidos em pesquisas € mesmo na rotina diagnéstica. A
aplicacdo desta metodologia melhora a capacidade do patologista estabelecer o
diagnéstico e freqlientemente até mesmo o progndstico de alguns processos

patologicos estudados.

1.9. CITOLOGIA VAGINAL

A citologia vaginal baseia-se na resposta do epitélio vaginal ao estimulo
hormonal, principalmente estrogénios e progesterona. Tal observacao € considerada
um meio indireto de avaliacdo da fungéo ovariana e do estado hormonal do individuo

(Piazza, 1996; Faria, 2000; Lustosa et al, 2002).
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Pode ser estudada sob duas formas: a avaliacao cito-hormonal isolada e/ou a
curva citolégica hormonal; em ambos, sao identificadas as principais camadas do
epitélio vaginal (células parabasais, células intermediarias e células superficiais)
(Wright et al, 2002). E realizada, entdo, a andlise qualitativa (verificacdo das
caracteristicas morfolégicas e a disposicao celular) e a analise quantitativa (nGmero
de células) da amostra. Quando necessario, pode ser fornecido o indice de Frost
que é a andlise percentual de cada tipo de células do esfregaco (Frost, 1961;

Rodrigues, Silva, 1977; Wied, Bibbo, 1997).

Dentre os varios indices que existem para classificar as influéncias
hormonais no epitélio vaginal , os mais utilizados sao o indice de maturacao celular,
o indice de cariopicnose e o de eosinofilia. Porém, dependem da variacao citolégica
individual do epitélio e da interpretacao pessoal de diferentes observadores. O indice
de maturagéo celular ou de Frost parece ser o mais informativo de todos e consiste
na determinagcdo de células profundas, intermediarias e superficiais (P/I/S),

expressas em porcentagem (Wright, 2002).

O indice de maturacdo sofre desvio a esquerda apds a menopausa, com
predominio de células parabasais, situacdo que pode ser mudada com a

administragdo de estrogénio.

Além das classificagdes quantitativas, baseadas na concentracao celular, nas
avaliagbes percentuais, como o indice de Frost, ha também a descricdo de

Bethesda, na qual ndo ha terminologia classificatéria, mas procede-se ao estudo
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geral do esfregaco. Neste, cita-se a compatibilidade ou ndo do padrdo celular
encontrado, com o dia do ciclo ou a faixa etaria, evitando-se ao maximo a
subjetividade e  emitindo-se laudos condizentes com a  condicédo

hormonal.(Carvalho,1993).

O esfregaco atréfico se caracteriza pela auséncia de células superficiais
eosindfilas e por porcentagem variavel de células profundas. O grau de atrofia é
tanto maior quanto maior a quantidade de células profundas encontradas no

esfregaco (Lustosa et al.,2002)

Poucos foram os trabalhos que analisaram os efeitos dos fitomedicamentos
no endométrio e na citologia vaginal de ratas Wistar ooforectomizadas. Assim, foi
objetivo de nosso estudo observar os efeitos do Trifolium pratense e da Cimicifuga
racemosa nestes tecidos, em doses padronizadas para seres humanos, simulando
as condicbes encontradas na utilizagdo destes compostos para mulheres apés a
menopausa e comparando-os com os efeitos do estradiol. Para tal analisamos a
atividade hormonal através do estudo imunoistoquimico de receptores estrogénicos
e do fator de proliferacao celular Ki67 no endométrio de ratas Wistar, verificando

ainda o indice de maturacao celular na citologia vaginal destes animais.



2. OBJETIVO

18



19

Este estudo tem como objetivo avaliar a expressdo dos receptores
estrogénicos e da proteina Ki67 no endométrio de ratas Wistar ooforectomizadas
antes e apos reposicao com valerato de estradiol, extratos de Cimicifuga racemosa e

Trifolium pratense, bem como a avaliacdo da citologia vaginal.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais de experimentacao

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus) fémeas, pesando
entre 200 e 300 gramas de peso, com idade entre 10 e 12 semanas de vida. Os
animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22° a 24°C) e
luminosidade natural. Agua e comida foram oferecidas de modo irrestrito, sendo a

dieta normoprotéica (Anexo 1). Os animais foram divididos em cinco grupos:

Grupo 0 Simulacao (Sham) — Ratas nas quais foi executada laparotomia mas néo
foram submetidas a ooforectomia, observadas por quatro semanas (n= 7). Este
grupo objetivou apenas observar as condi¢des cirdrgicas e ambientais dos animais

testados

Grupo 1 — Ooforectomia sem suplementacao hormonal. As ratas deste grupo
foram submetidas a ooforectomia bilateral e, trés semanas apos, foi realizada

apenas introducao de 0,5 ml de agua filtrada diariamente por quatro semanas (n=8).

Grupo 2 - Ooforectomia com suplementacao hormonal com Valerato de
Estradiol. As ratas deste grupo foram submetidas a ooforectomia bilateral e, trés
semanas apos, foi iniciada a suplementacdo com valerato de estradiol na dose
equivalente a 2 mg por dia em humanos de 70 kg de peso, por quatro semanas

(n=8)

Grupo 3 - Ooforectomia com suplementacao de Cimicifuga racemosa. As ratas

deste grupo foram submetidas a ooforectomia bilateral e, trés semanas apés, foi feita
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a suplementacdo com Cimicifuga racemosa na dose equivalente a 4 mg de
deoxiacteina por dia em humanos de 70 kg de peso, por quatro semanas (n=8).

(Anexo 1)

Grupo 4 —Ooforectomia com suplementacdo de Trifolium pratense. Mesmo
procedimento do grupo 3, substituindo o fitoterapico pelo Trifolium pratense, na dose
equivalente a 80 mg de isoflavonas por dia em humanos de 70 kg de peso, (n=8).

(Anexo 2)

Todos os animais foram tratados segundo o0s principios éticos de
experimentacao, recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal,

e o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica da Instituicio. (anexo 4)

A parte experimental foi realizada no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro e
complementada no Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Santa Casa da Misericordia de Sao Paulo.

3.2. SEQUENCIA EXPERIMENTAL

3.2.1. Ooforectomia bilateral

As ratas foram anestesiadas com cloridrato de quetamina (50mg/Kg,
Ketalar®, Parke-Davis®) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg, Rompum®, Bayer®) e

colocadas em decubito dorsal. Foi realizada uma incisdo mediana, com localizacao
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de ovarios e trompas, sendo executada ligadura e seccdao de ovidutos e vasos
nutridores bilateralmente, seguida da remocdo dos ovarios e sintese da parede

abdominal . (Tempo 1)

Apés o intervalo de 21 dias para supressao total dos efeitos dos hormdnios
enddgenos no organismo, foi iniciada a suplementacdo com as substancias de

experimentacéo ou placebo (Tempo 2).

3.2.2. Suplementacao hormonal

A suplementacao foi realizada por gavagem, utilizando-se sonda de nelaton n®
7 ap06s sedacao do animal com éter etilico em camara de éter, durante o periodo de
28 (vinte e oito) dias (Tempo 3). Os suplementos foram diluidos de forma
homogénea e preparados segundo especificacbes da Farmacia da Faculdade de
Farmacologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As doses diarias foram
acondicionadas em volume de 0,5 ml por dia. Os animais foram pesados uma vez
por semana para monitoramento de toxicidade e para ajuste de dose de acordo com
0 peso, se necessario, respeitando-se o limite de entre 200 e 300 g de peso para
manutencdo da dose. As eventuais alteracoes de dose fora destes limites seriam

feitas de forma proporcional a variagdo apresentada.



24

3.2.3. Citologia vaginal

A citologia vaginal foi avaliada por esfregaco vaginal retirado por escovinha
com soro fisiolégico, sendo feito o esfregaco em lamina de vidro e conservado com
fixador. Esta colheita foi feita imediatamente antes do inicio da suplementacao (T2)
com os medicamentos e no dia do sacrificio dos animais (T3). No grupo que nao
sofreu intervencgao cirurgica, a colheita foi feita ao inicio (T1) e ao final do periodo de

observacéao (T3).

As laminas que receberam o esfregacgo vaginal foram coradas pelo método de
Papanicolaou e a analise feita sob microscépio 6tico, visando observar a intensidade

de maturacgao do epitélio.

3.2.4. Preparacao dos tecidos

Vinte e quatro horas apds o ultimo dia de suplementacéo, os animais foram
sacrificados por asfixia em céamara fechada com éter (T3). Na realizacdo da
necropsia, o Utero foi retirado e fixado em formol a 10%. A peca foi enviada para
estudo morfoldgico, imunoistoquimico e morfométrico, visando analisar e quantificar

o estimulo hormonal recebido pelo érgéo.
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3.3. METODO HISTOPATOLOGICO

Apés fixacdo em solucdo de formaldeido tamponado a 10% pelo periodo
médio de 24 horas, o material de estudo foi emblocado em parafina segundo as
normas habituais do Servico de Anatomia Patolégica da ISCMSP. Os fragmentos de
endomeétrio recebidos foram divididos em quatro quadrantes tragando-se duas linhas
imaginarias em local correspondente as doze e trés horas de marcador de relégio.
Os quadrantes foram numerados de um a quatro no sentido horario, sendo
realizados cortes sequenciais e os fragmentos obtidos foram colocados em blocos

separados.

Os fragmentos foram desidratados em 4&lcool etilico, clareados pelo xilol e
embebidos em parafina, sendo entdo confeccionados os blocos; estes foram
cortados por meio de micrétomo calibrado a 4 um de espessura. Os cortes
histolégicos obtidos, apds colocacdao em lamina, foram corados pelo método de
Hematoxilina-Eosina e, entao, realizada a leitura em microscépio éptico comum. Os
laudos foram emitidos de acordo com a padronizacao do Servico de Anatomia
Patologica da ISCMSP. Foi considerado endométrio atréfico aquele apresentando
glandulas tubulares com uma Unica camada de células com borda nitida sem figuras
de mitose. Foi considerado endométrio tréfico aquele apresentando glandulas

tubulares com pseudo-estratificacéo e presenca de mitoses (Kurman, 1987).
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3.4. METODO IMUNOISTOQUIMICO

Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica destinada a avaliar as
células endometriais, foram selecionados os blocos de parafina com areas mais

representativas do tecido em questéao.

Os blocos de parafina selecionados foram encaminhados ao laboratério
ANTICORPOQOS, para o devido processamento dos cortes histolégicos visando a

coloragao imunoistoquimica.

Foram realizados cortes histolégicos com 5 um de espessura e montados em
lamina de vidro, previamente lavadas com solucao sulfocrdémica, e preparadas com o
adesivo a base de poli-L-lisina (Poly-L-Lisine — marca Sigma, USA, cod. P8920) a
10% para evitar o descolamento dos mesmos durante a imunocoloragdo, sendo
colocadas em estufa a 60°C por 12 horas para melhor aderéncia da amostra a
lamina. Em seguida, foi feita a identificacdo de cada lamina a ser utilizada para cada
anticorpo e retornaram a estufa por mais 20 minutos a 60°C; logo apos, as mesmas
foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol de 5 minutos cada a temperatura
ambiente e em trés banhos de alcool etilico em diferentes concentracées: o primeiro
a 95% e o segundo a 75% e o terceiro a 50%, por cinco minutos cada banho. A
seguir, as laminas foram lavadas em &agua corrente e destilada durante cinco
minutos e tratadas com peroxido de hidrogénio a 3% e metanol a 70% durante 20
minutos para bloqueio da peroxidase enddgena, sofrendo novo banho de agua
destilada. A seguir, procedeu-se a lavagem da lamina por 2,5 minutos com solugéo-
tampao em camara de pressao PASCAL, preparando a amostra para receber a

reacao imunoistoquimica; para a lamina do anticorpo RE (diluicao 1:250) foi utilizado
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o tampao EDTA/TRIS com pH igual a 9.0 o e para o anticorpo Ki67 (diluicao 1:30)

utilizamos tampao citrato de sédio a 0,01 M com pH igual a 6,0.

Para verificacdo dos RE, foi utilizado o anticorpo monoclonal de camundongo
Clone 1D5, especifico para receptores a-estrogénicos (numero de codigo: M7047,
DakoCytomation, DAKO Corporation) e, para a identificagdo da proteina Ki67,
utilizou-se o anticorpo monoclonal Clone MIB-5 (numero de cédigo: M7248,

DakoCytomation, DAKO Corporation).

Na preparacdao para 0s receptores estrogénicos, a técnica utilizada foi a
denominada Técnica ABC; esta emprega anticorpos primarios ndao marcados
seguido de um anticorpo secundario biotinilado e a adicdo do complexo Avidina-
Biotina peroxidase que sera identificado pela coloracdo de peroxidase . Este
procedimento é baseado na afinidade da Avidina (glicoproteina 68kD) com a biotina
que é uma vitamina de baixo peso molecular. Quando utilizamos enzimas
biotiniladas, formam-se complexos altamente estaveis para identificacao das

substancias a serem avaliadas (Hsu et al, 1981).

As laminas foram, entdo, lavadas com agua destilada e colocadas em tampao
PBS (pH de 7,4) com TWIN20 (Sigma cdodigo P7949) para diminuir a coloracdo de
fundo (background); nesta fase, utilizamos trés banhos de cinco minutos cada. A
seqguir, os cortes foram circundados por caneta hidrofébica (marca DAKO cddigo
S2002) para evitar que a solugdo com o anticorpo diluido escorresse para fora dos

limites da lamina, sendo incubadas com os anticorpos diluidos em solugdo de PBS-
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TWIN20 + BSA (albumina bovina marca Sigma cédigo A9647) a 1%; esta solucao

visa o bloqueio das proteinas inespecificas.

Apébs uma hora em temperatura ambiente, aplicamos o kit Easy-Path ABC
Universal (EP-ABCu, Super ABC Kit, Easy Path) consistindo de Avidina DH e
enzima biotinilada. Foi feita nova lavagem por 10 minutos em solucao tampéao
PBS-TWIN20 e adicionamos o cromogeno DAB (marca DAKO codigo k3468 por
30 segundos a um minuto em média, sendo os nucleos celulares corados em
castanho. Foi feita nova lavagem por 5 minutos em agua destilada e feita a
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris por um minuto em temperatura
ambiente; este corante visa corar nucleos em azul para revelar a morfologia do
tecido). Realizamos a lavagem da lamina em agua corrente e desidratamos com
alcool em concentracdes crescentes a 50%, 70%, 90% e PA (alcool puro) e,
depois, com quatro banhos de xilol. Foi feita a montagem das laminas com
fixacdo de laminulas por goma de Damar (Proquimios) para observacdo ao
microscépio. Todas as diluicbes dos reagentes respeitaram as indicacbes e

limites recomendados pelo fornecedor do produto.

A técnica para identificacdo da proteina Ki67 seguiu 0s mesmos passos da

utilizada para os RE, modificando-se apenas os anticorpos especificos.
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3.5. METODO MORFOMETRICO

Cada lamina preparada pela reacao de imunoistoquimica para RE e Ki67 foi
avaliada no Servico de Anatomia Patolégica do Hospital da Santa Casa de
Misericérdia de Sao Paulo por meio de microscopio de luz (Axioskop 40 — Zeiss),
com objetiva de 400 vezes de aumento, sendo adaptado a microcamera digital e
monitor de video (LG Flatron 14 polegadas). Para cada lamina foram analisados e
fotografados no minimo 5 campos aleatérios e posteriormente analisados em
programa de analise de imagem Image Pro Plus DEMO 4.0, utilizando-se a média
dos resultados obtidos. A contagem da area marcada com Ki67 foi correlacionada
com area total (per area), e expressa em porcentagem. A contagem das células
marcadas com RE foi feita manualmente (tag points) e correlacionada com o numero

de células ndo marcadas, também expressa em porcentagem. (Carvalho, 2006)

3.6. METODO ESTATISTICO

Foi utilizado o programa Microsoft Excel 2003 para arquivamento de
informacdes e contagem de campos: pacote estatistico SPSS for Windows para a
andlise estatistica dos dados.

- para analisar o comportamento do peso ao longo do tempo (trés
avaliacGes) separadamente por grupo experimental foi realizada a Anadlise de
Variancia para medidas repetidas. O teste de comparacdes multiplas de Bonferroni
(ajustado para trés medidas repetidas) foi aplicado para identificar quais os

momentos que diferem entre si;
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- para comparacao do peso (g) entre cinco grupos foi realizada a Analise de
Variancia “one-way” (ANOVA para um fator) e aplicado o teste comparacdes

multiplas de Tukey, para identificar quais os grupos que diferem entre si;

- para comparacao do percentual de marcadores imunoistoquimicos (RE e Ki-
67) e do indice de maturagdo celular (indice de Frost) entre quatro grupos
experimentais foi realizada a ANOVA de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrica), esta
pois 0s percentuais de células ndo apresentaram distribuicdo normal (distribuicao
Gaussiana). Na identificacdo dos grupos que diferem entre si, foi utilizado o teste
de comparacdoes mdultiplas ndo paramétrico baseado na estatistica de Kruskal-

Wallis.

O critério de determinacao de significAncia adotado foi o nivel de 5%. A

analise estatistica foi processada pelo software SAS 6.04.
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4. RESULTADOS



4.1. PESO INICIAL E FINAL DOS ANIMAIS EM ESTUDO

Analisamos a variacdo do peso dos animais (Anexo 3) imediatamente antes

da ooforectomia (Tempo 1), quando do inicio da suplementacao (Tempo 2) e ao final

da suplementacao das substancias por gavagem (Tempo 3).

Na Tabela 1, observamos a média, o desvio padrao (DP) do peso dos animais

para os trés momentos estudados de cada grupo e o correspondente nivel descritivo

(p<0,05) .

TABELA 1 Andlise da variacdo dos pesos de cada grupo em cada tempo de experimentagao -

Laboratério de Cirurgia Experimental — UFRJ

GrUPO Momento n Média D.P. P valor”® Siglr:ﬁirg:t?\?:sb
0 Tempo 1 7 238,1 14,1
(simulag&o) Tempo 2 7 233,6 11,2 0,11
Tempo 3 7 2240 10,7
1 Tempo 1 8 2414 18,3 Tempo 1 # Tempo 2
(placebo) Tempo 2 8 261,0 26,6 0,010  tempo 1+ Tempo 3
Tempo 3 8 254,5 22,2
2 Tempo 1 8 258,9 14,6 Tempo 1 # Tempo 3
(estradiol) Tempo 2 8 258,5 18,6 0,0001  Tempo 2 % Tempo 3
Tempo 3 8 281,3 18,1
3 Tempo 1 8 249,9 19,0
(Cimicifuga)  €MPO 2 8 2458 254 0,36
Tempo 3 8 263,0 31,9
4 Tempo 1 8 2425 17,6
(Trifolium)  1€MPo 2 8 2468 225 0,57
Tempo 3 8 236,1 28,9

D.P.:desvio padrao

& p valor da ANOVA para medidas repetidas para o peso (g)

® comparagdes muiltiplas de Bonferroni ajustado para trés momentos, ao nivel de 5%. (P < 0,05)
Tempo 1: ooforectomia; Tempo 2: inicio da reposigao; Tempo 3: final da reposigao
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Observou-se que existe variacao significativa no peso ao longo do tempo para
o Grupo 1 (p = 0,01) e Grupo 2 (p = 0,0001). No Grupo 1, o Tempo 1 foi
significativamente menor que nos Tempos 2 e 3; e no Grupo 2, os Tempos 1 e 2
apresentaram peso médio significativamente menor que no Tempo 3. Nao existe

variacao significativa no peso nos demais grupos.

A Figura 1 ilustra a variacdo do peso médio ao longo do tempo, nos diferentes

grupos estudados.

300 -

290 -
5 280 -
B, 270 - - =A- =-controle
:g 260 - — e&— placebo
g 250 | —8— estradiol
2 240 ——a— cimicifuga
- 230 - —&—— trifolium

220 -

210 -

200 ‘

ooforectomia inicio da reposicado final dareposicao

FIGURA 1. Variacdo do peso médio ao longo do tempo de estudo (Laboratério de Cirurgia
Experimental — UFRJ)

Existe diferenca significativa no peso do Tempo 3 (final da reposicéo) entre os
grupos experimentais (p = 0,0004). O Grupo 0 (simulagédo) apresentou peso médio
significativamente menor que os Grupos 1 (placebo), 2 (estradiol) e 3 (Cimicifuga); e

o Grupo 2 (estradiol) foi significativamente maior que o Grupo 4 (Trifolium).
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Houve diferenga significativa na variagdo absoluta (p = 0,003) e relativa (p =
0,004) dos pesos entre os grupos experimentais. O Grupo 2 (estradiol) apresentou
aumento do peso absoluto (g) e relativo (%) significativamente maior, em

comparacao com os Grupos 0 (simulagéo), 1 (placebo) e 4 (Trifolium).

A Tabela 2 e a Figura 2 fornecem a média e o desvio padrdo do peso nos trés
tempos do experimento, da variacao absoluta do peso (g) e relativa (%) entre o inicio
e o final da reposicdo e os respectivos niveis descritivos (p valor). Os grupos que

diferiram significativamente, foram descritos na coluna de “diferengas significativas”.

TABELA 2. Variacéo do peso (gramas) dos diferentes grupos estudados (Laboratério de Cirurgia
Experimental — UFRJ)

Grupo 0 Grupo1 Grupo 2 Grupo3 Grupo4 , ., _diferencas

Peso (g) Peso(g) Peso (g) Peso (g) Peso (g) significativas”
média+ DP  média+ DP  média+DP média+ DP  média + DP

Tempo1 238 +14 241 +£18 259 +15 250 +19 243 +18 0,13

Variavel

Tempo 2 234 +11 261 £27 259 +19 246 +25 247 +23 0,12

Tempo 3 224 +11 255+22 281 +18 263 +32 236 +29 0,0004 S™“Pp§*Srre
Grupo 2 = Grupo 4

& p valor da ANOVA "one-way" entre 0s cinco grupos experimentais

® comparagdes muiltiplas de Tukey, ao nivel de 5%.

Peso 1: ooforectomia; Peso 2: inicio da reposicao; Peso 3: final da reposigao
Deltas absoluto (g) e relativo (%) s&o respectivos aos pesos 2 e 3.
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Tempo 1: Dia da realizagdo da ooforectomia; Tempo 2: inicio da reposigao ; Tempo 3: final da reposicéo

Tempo 1: p<0,13, Tempo 2: p<0,12, Tempo 3: p<0,0004
P<0,05; Grupo 0 # 1,2 e 3, e Grupo 2 # 4 no Tempo 3
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FIGURA 2 Variacdo do peso em gramas nos diferentes grupos estudados (Laboratério de Cirurgia

Experimental — UFRJ)
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4.2. CITOLOGIA VAGINAL

Ao avaliarmos os esfregacos vaginais obtidos antes do inicio da
suplementacao de substancias (T2), observamos que todas as ratas apresentaram

citologia atréfica.

FIGURA 3 Esfregaco de epitélio vaginal de rata antes do tratamento (T2) mostrando

citologia atréfica em todos os grupos pela técnica de Papanicolaou.
Fotomicrografias (100X) — Servico de Anatomia Patoloégica - Santa Casa
da Misericérdia de Sao Paulo

Apo6s a suplementacdo (T3), observamos que o esfregagco permaneceu
atréfico nos grupos placebo (1), Cimicifuga (3) e Trifolium (4). No grupo que recebeu
valerato de estradiol (2) ocorreu aumento do indice de células intermediarias e

superficiais, de acordo com o indice de Frost.
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Figura 4 Esfregago de epitélio vaginal de rata apds o tratamento (T3) no Grupo 1

(placebo), Grupo 2 (estradiol), Grupo 3 (Cimicifuga) e Grupo 4 (Trifolium),
mostrando citologia atrofica em todos os grupos exceto no grupo estadiol
pela técnica de Papanicolaou (100X) — Servico de Anatomia Patologica -
Santa Casa da Misericérdia de Sao Paulo

Em relacdo as células parabasais, houve maior incidéncia no Grupo 1
(placebo). Esta quantidade nao foi significativamente diferente do Grupo 4
(Trifolium). Quando analisamos estas células nos Grupos 2 (estradiol) e 3
(Cimicifuga), observamos que os valores sdo significativamente menores que os do

grupo placebo.

No estudo das células intermediarias, observamos o nimero é semelhante

nos Grupos 1 (placebo) e 4 (Trifolium). Ocorreu um aumento significativo no Grupo 2
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(estradiol). No Grupo 3 (Cimicifuga), verificamos um aumento das células

intermediarias significativamente maior que nos Grupos 1 e 4.

Ao observarmos as células superficiais, s6 verificamos uma variacao
significativa no Grupo 2 (estradiol); todos os outros grupos apresentaram indices

mais baixos, sem diferencgas significativas entre si (Tabela 3).

TABELA 3. Anilise estatistica do indice e Frost entre os grupos — Servico de Anatomia

Patoldgica - Santa Casa da Misericordia de Sao Paulo

diferencas
Variavel Grupo n Média D.P. Mediana Minimo Maximo p valor’ significativas®
1 8 78,8 242 90,0 20 90
células 2 8 31,9 242 35,0 0 80 T Grupo1;e3GruP02e
parabasals 3 8 438 288 550 O 80  Grupo2#Grupod
4 8 67,5 41,7 90,0 0 90
1 8 20,0 20,7 10,0 10 70
~ células 2 8 49,4 256 60,0 5 80 0.019 Grupo 1 # Grupo 2
intermediarias 3 8 350 14,1 425 15 50 Grupo2=Grupo4
4 8 17,5 21,2 10,0 10 70
1 8 1,3 3,5 0,0 0 10
células 2 8 18,8 31,1 5,0 5 95 0.021 Grupo 1 # Grupo 2
superficiais 3 8 20,6 36,7 0,0 0 80 ’
4 8 150 321 0,0 0 90

D.P.:desvio padrao

& p valor da ANOVA de Kruskal-Wallis

Grupo 1: Placebo, Grupo 2: Estradiol, Grupo 3: Cimicifuga, Grupo 4: Trifolium
® comparagdes multiplas ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5%.



A Figura 5 apresenta a variagao dos tipos celulares do epitélio vaginal de

acordo com o seu percentual apés a suplementacao com cada substancia.

90+
80
70+

% CELULAS

células parabasais células intermediérias células superficiais

] -0 - _

Células parabasais p<0,01, células intermediarias p<0,019, células superficiais p<0,021

células parabasais: grupo 1 # 2 e 3, grupo 2 # 4

célluas intermediarias: grupo 1 # 2, grupo 2 # 4

celular superficiais: grupo 1 # 2

FIGURA 5 Percentual médio de cada tipo celular em epitélio vaginal de ratas
ooforectomizadas apos as diferentes suplementagdes (Tempo 3) — Servigo

de Anatomia Patol6gica - Santa Casa da Miseric6rdia de Sao Paulo
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4.3. HISTOLOGIA

Os cortes de endométrio, obtidos ap6s a suplementagcao de substancias (T3),
foram corados com hematoxilina-eosina.

Nos Grupos 1 (placebo), 3 (Cimicifuga) e 4 (Trifolium), o endométrio
permaneceu atréfico. No Grupo 2 (estradiol), houve crescimento glandular com

varias figuras de mitose, caracterizando endométrio proliferativo (Kurmann, 1987).

Figura 6 Cortes histologicos de endométrio do Utero de ratas ooforectomizadas

corados com hematoxilina-eosina, apds suplementagdo de placebo
(1), estradiol (2), Cimicifuga (3) e Trifolium (4). Observamos
endométrio proliferativo em 2 e endométrio atrofico em 1,3 e 4.
Fotomicrografia 400X— Servico de Anatomia Patoldgica - Santa Casa
da Misericérdia de Sao Paulo
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4.4. Receptores de Estrogénio (RE) e Proteina Ki67 em endométrio

Foram analisados os dados percentuais de manifestacdo dos receptores

estrogénicos e da proteina Ki67 no endométrio dos diferentes grupos de estudo.

A analise percentual da expressao dos receptores de estrogénio (RE) no
endométrio apds a suplementacgao (T3) demonstrou que houve diferenga significativa
nos Grupos estradiol (2), Cimicifuga (3) e Trifolium (4), quando comparados ao
placebo. Quando comparamos os Grupos 2 e 3, observamos que a diferenca foi
significativa, havendo uma expressao maior no endométrio estimulado por estradiol
(Grupo 2). Quando comparamos os Grupos 2 e 4 observamos que a diferenca
também foi significativa, havendo uma expressdo maior no endométrio estimulado
por estradiol (Grupo 2). Ao compararmos os Grupos 3 e 4, observamos que houve
uma estimulagdo endometrial significativamente maior pelo Grupo 4 (Trifolium) em

relacdo ao Grupo 3 (Cimicifuga). (Figuras 7, 8 e 9 e Tabela 4)
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0 -
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
PLACEBO ESTRADIOL CIMICIFUGA TRIFOLIUM

P valor = 0,0001
Grupo 1#2,3e4; Grupo2# 3e4; Grupo 3# 4

Figura 7 Histograma da expresséo individual de receptores estrogénicos no endométrio de
ratas ooforectomizadas, apds diferentes suplementagbes— Servico de Anatomia
Patologica - Santa Casa da Misericordia de Sao Paulo

FIGURA 8 Corte histolégico de endométrio de ratas ooforectomizadas apresentando a
imunoexpressao de receptores estrogénicos apos suplementagdo com
placebo (1), estradiol (2), Cimicifuga (3) e Trifolium (4). (400X) — Servigo
de Anatomia Patoldgica - Santa Casa da Misericordia de Sdo Paulo
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FIGURA 9 Grafico da expressdao de RE segundo os grupos estudados—

Servico de Anatomia Patologica - Santa Casa da Misericérdia de

Sao Paulo
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Quanto a analise da expressao dos receptores de Ki67 no endométrio apds a
suplementacao (T3), observamos que, quando comparados ao Grupo 1 (placebo),
houve diferenga significativa entre todos os grupos. Ao comparamos o Grupo 1
(placebo) com o Grupo 2 (estradiol), observamos um aumento significativo da
expressao desta proteina no Grupo 2. Quando comparamos o Grupo 1 (placebo)
com os Grupos 3 (Cimicifuga) e 4 (Trifolium), evidenciamos uma expressao menor
da proteina Ki67 em relacdo ao Grupo 1 (placebo). Embora a diferenca seja
pequena, a expressao no grupo 4 (Trifolium) é significativamente maior que a obtida

no Grupo 3 (Cimicifuga) (Figuras 10, 11 e 12 e Tabela 4)
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
PLACEBO ESTRADIOL CIMICIFUGA TRIFOLIUM

P valor 0.0001
Grupo 1#2,3e4;Grupo2# 3e4; Grupo 3#4

Figura 10 Histograma da expressédo percentual de proteina Ki67 no endométrio de ratas

ooforectomizadas apos diferentes suplementagbes— Servico de Anatomia

Patologica - Santa Casa da Misericordia de Sao Paulo

Figura 11 Corte histolégico de endométrio de ratas ooforectomizadas
apresentando a imunoexpressdao da proteina Ki67apos
suplementacao com placebo (1), estradiol (2), Cimicifuga (3) e
Trifolium(4) — Servigo de Anatomia Patolégica - Santa Casa
da Misericérdia de Sao Paulo
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FIGURA 12 Grafico da expresséo dos receptores Ki67 nos grupos estudados—

Servico de Anatomia Patolégica - Santa Casa da Misericérdia de Sao

Paulo

16 -

Ki - 67 (%)
©

8 1 o
74 |—— |
6 4
5
4l —_— ——
34
2
N= 5 : : 3
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
., diferencas
Variavel Grupo n Média D.P. Mediana Minimo Maximo p valor” significativas®
1 8 96 03 96 93 101 g
2 8 247 04 248 241 252 ek
RE (%) ’ ’ ) ; < 0,0001  Grupo3, 4
3 3 87 05 88 79 94 Grupo 4
4 8 163 05 164 154 16,9
1 g8 73 03 72 7 78 e a4
Grupo 2 #
Ki-67 (%) 2 g 155 03 155 149 159 0,0001 Gupo33
3 8 39 02 39 36 4,1 Grupo 4
4 8 43 02 43 4 46

D.P.:Desvio Padrao
2 p valor da ANOVA de Kruskal-Wallis
Grupo 1: Placebo, Grupo 2: Estradiol, Grupo 3: Cimicifuga, Grupo 4: Trifolium

Tabela 4 Expressao, pelo método imunohistoquimico, dos RE (%) e Ki-67 (%) entre os grupos
experimentais apds suplementacao (Tempo 3) — Servico de Anatomia Patolégica -

Santa Casa da Misericérdia de Sao Paulo

45



5. DISCUSSAO

46



47

A Terapia Hormonal tem sido considerada de fundamental importancia no
alivio da sintomatologia climatérica, prevencao da osteoporose e da doenca
cardiovascular, desde que iniciada precocemente. Entretanto, tem sido associada ao
aumento da incidéncia de neoplasias horménio-dependentes, bem como outros
efeitos colaterais, tais como mastalgia, aumento de peso, fenémenos
tromboembdlicos e sangramento uterino anormal (WHI-Writing Group, 2002; Gass,
2003; Heart and Estrogen/progestin Replacement Study Research Group 2003;
Beral et al. 2005; Estrogen and Thromboembolism Risk (ESTHER) Study Group,
2007). Esses dados tém levado alguns pesquisadores a avaliarem outras formas de

tratamento, que possam apresentar menor potencial de efeitos indesejaveis.

Atualmente, os fitoestrogénios destacam-se como uma das alternativas mais
estudadas. O seu potencial terapéutico para melhora dos sintomas climatéricos foi
intensamente avaliado nos ultimos anos (Kronenberg, Fugh-Berman, 2002; Coon et
al., 2006; Newton et al., 2006; Brett, Keenan, 2007). Entretanto, seus efeitos no
endométrio ainda sao incertos, particularmente em relacao a proliferacao celular e
possibilidade de evolugdo para fen6menos hiperplasicos e neoplasia endometrial;
estas questdes aumentam de importancia principalmente ao considerarmos que tais
produtos ja estdo sendo administrados as mulheres, utilizados ha muitos anos e por

longos periodos.

Neste estudo experimental, procuramos simular em animais as mesmas
condigdes encontradas em humanos, com cuidado de utilizar a mesma dose de
principios ativos disponivel em produtos comerciais aprovados pela ANVISA, com a

finalidade de observarmos a resposta endometrial a este estimulo.
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Sabemos que os fitoestrogénios estao disponiveis em doses constantes,
padronizadas e utilizadas por mulheres de pesos diferentes e metabolismos
distintos, o que pode alterar o efeito final nos diversos 6rgaos e tecidos do corpo.
Assim sendo, o modelo experimental utilizado de ratas em idade adulta entre 10 e
12 semanas e peso entre 200 e 300 g procurou tracar um paralelo com a mulher
com aproximadamente 70 a 80 kg de peso de acordo com diversos trabalhos
desenvolvidos com indu¢do de menopausa por castracdo de ratas Wistar (Burdette
et al., 2002; Sabatier et al., 2003; Breitman et al., 2003; Bahr et al., 2005; Watkins et

al., 2005).

Ao extrapolarmos a duracado da suplementacao de substancias nas ratas ao
tempo de vida das mulheres, observamos que cada dia de vida do animal
corresponderia a aproximadamente 21 dias em mulheres adultas. Concluimos que a
introducdo de substancias no organismo animal pelo periodo de 28 dias
corresponderia a aproximadamente 19 meses de vida. (Burcher et al.,, 19683;
Hollander et al., 1984; Moss, Hollander, 1987; Kang et al., 2006; Campbell et al.,

2007)

Quando analisamos o peso dos animais antes de iniciarmos a suplementacao
das diferentes substancias, observamos que nao ocorreu variagao significativa entre
0S grupos no periodo entre o ato cirdrgico e o inicio da suplementacdo das
substancias estudadas. Nesta fase, o Grupo Simulagdo foi importante para
observarmos possiveis fatores ambientais do experimento que pudessem ocorrer em
funcdo de mas condicbes de manutencao, ma técnica cirargica ou pelo fato de

alguns animais do grupo nao apresentarem condigcdes de saude adequadas a
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pesquisa. Observamos, ainda neste grupo, que nao houve aumento significativo de
peso, demonstrando normalidade no metabolismo e condi¢des de nutricdo em

cativeiro adequadas.

Quando avaliamos os pesos dos diferentes grupos apds a suplementagéao,
observamos que ocorreu ganho significativo apenas no Grupo Estradiol, ndo sendo
constatada alteracao de peso nos outros grupos. Depreendemos, a partir deste fato
que, em nosso estudo, o valerato de estradiol induziu um aumento de peso corporal
A literatura demonstra que, utilizando 17B-estradiol e ndo o valerato de estradiol
tanto em ratas (Burdette et al., 2003) quanto em mulheres, houve manutencao do
peso (Perry et al., 1998; Seumeren, 2000; Strothmann, Schneider, 2003; Genazzani,

Gambacciani, 2006; Palacios et al., 2006; Windler et al., 2007).

Em trabalho com valerato de estradiol em ratas, Quirarte et al.(2007)
observaram perda de peso inicial (nos primeiros quatro dias) com posterior aumento,
dados semelhantes aos nossos. Outros trabalhos falam a favor de um aumento no
desejo de alimentos adocicados com o uso continuado do valerato de estradiol em
ratas (Boswell et al, 2005; Juarez et al, 2006; Quirarte et al, 2007). Este dado pode

explicar a diferenga de resposta em relagdo aos outros grupos de experimentagao.

No Grupo Cimicifuga, ndo ocorreu aumento significativo do peso; nossos
resultados foram diferentes daqueles descritos em literatura. Burdette et al. (2003)
observaram aumento de cerca de 20 mg em média para cada animal de seu grupo
de estudo durante suplementacdo por duas semanas. Neste trabalho, foram

utilizadas doses variadas de extratos de CR, inclusive muito maiores que a dose
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usual que foi objeto de nosso estudo, onde avaliamos o efeito de doses constantes e

semelhantes aquelas administradas as mulheres com sintomatologia climatérica.

No Grupo Trifolium, também nao observamos aumento significativo de peso.
Burdette et al. (2002), utilizando diferentes doses de Trifolium pratense (250, 500 e
750 mg/kg ao dia) por trés semanas, verificaram que ocorreu diminuicdo do peso
corporal em relacdo ao Grupo placebo nas doses de 500 e 750 mg/kg ao dia. O
grupo que recebeu 17B-estradiol também apresentou diminuicdo do peso corporal,
semelhante as maiores doses. Quando foi utilizada a dose de 250 mg/kg ao dia,
ndo houve alteracdo do peso, resultado semelhante ao encontrado no grupo
placebo. Vale lembrar que as doses que exibiram diminuicdo do peso foram
relativamente maiores que as utilizadas em nosso estudo. Hidalgo et al.(2005)
também nao observaram alteracdo de peso corporal em mulheres na menopausa
que receberam tratamento pelo periodo de 90 dias na dose de 80 mg por dia.
Aparentemente, esta dosagem nao induz alteracbes no peso corporal, embora

outros parametros também devam ser valorizados ao realizarmos tal suplementagéo.

Na analise da citologia vaginal nos diferentes grupos, nao incluimos o grupo
Simulacdo devido ao fato deste permanecer com seus ciclos hormonais normais.
Nos grupos que passaram por suplementagdo, todos os esfregacos estavam
atréficos antes da introdugcéao das substancias. O esfregaco prévio a suplementacao
foi importante para confirmar o estado de hipoestrogenismo induzido pela

menopausa cirdrgica.
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Apbs o periodo de reposicao, observamos que apenas 0 grupo que recebeu o
valerato de estradiol obteve aumento do indice de Frost com maior nimero de
células superficiais, dado este semelhante a literatura (Wuttke et al, 2003; Burdette
et al, 2003, Malaivijitnond et al, 2006). Todos 0s outros grupos permaneceram com a
citologia vaginal atréfica até o final do experimento (Tempo 3). Nao encontramos
dados na literatura para compararmos este nosso achado, assim, este constitui 0
primeiro estudo experimental que apresentou resultados do indice de Frost em ratas

Wistar.

Na suplementagdo com Cimicifuga, observamos aumento significativo das
células intermediarias em relacdo ao Grupo Trifolium. Esta melhora relativa do
trofismo vaginal ndo foi observada em outros trabalhos e, possivelmente, seja dose-
dependente. Burdette et a et al. (2003) evidenciaram pequeno aumento na
cornificacdo de esfregaco vaginal de ratas ooforectomizadas que receberam doses
de 400 mg/kg/dia de Cimicifuga ndo sendo significativamente diferente do Grupo
placebo. Raus et al. (2006) realizaram trabalho placebo-controlado, com 109
mulheres apds a menopausa, que receberam extrato padronizado de CR na dose de
40 mg por dia por 12 semanas. Ao final, observaram pequeno aumento do numero

de células superficiais.

Quando estudamos a diferenciacdo celular do epitélio vaginal no Grupo
Trifolium obtivemos resultados semelhantes ao Grupo placebo. Burdette et al.(2002),
em ratas com trés semanas de suplementacao, relataram aumento da diferenciacéo
para células superficiais, porém foram utilizadas doses do extrato de TP

progressivamente maiores, sendo que, na maior dose (750mg/kg por dia), o indice



52

de maturagdo aproximou-se muito do alcancado com 17B-estradiol. Hidalgo et al.
(2005) verificaram melhora relativa no indice de cornificagdo das células epiteliais
em 60 mulheres apds a menopausa na dose de 80 mg/dia de isoflavonas apos trés
meses de suplementagéo.

E possivel que, em nosso trabalho, se as doses utilizadas de Trifolium
pratense e Cimicifuga racemosa fossem maiores, teriamos observado efeito maior

no trofismo vaginal.

Observamos que, na avaliacdo de cada amostra, o indice de maturacao
apresentou importante variacdo, chegando a valores altos em determinados
individuos; demonstrando que, mesmo com doses padronizadas, pode haver grande
variagdo na resposta individual. Este dado evidencia que o efeito final obtido
dependera de diversos fatores inerentes a usudria da substancia, tais como
capacidade de absorcdo, metabolizagcdo dos diversos compostos da amostra e

relacao dose/peso corporal.

Achamos interessante, apesar de nao termos dados na literatura, a utilizagéo
do indice de Frost. Esse método nos permitiu avaliar melhor a acdo de cada
suplemento nas diferentes camadas do epitélio vaginal. Assim, pudemos notar uma
acao da CR estrogénio-simile pelo aumento das células intermediarias com as doses
utilizadas. Este efeito gendmico pode ser atribuido aos teores de isoflavonas do

preparado.
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Na analise histol6gica do endométrio, também excluimos o Grupo Simulacéo.
O Grupo Estradiol apresentou aumento do tamanho e do numero de glandulas
endometriais, caracterizando endométrio proliferativo, achados estes semelhantes a
literatura. De fato, Diel et al.(2005) estudando ratas Wistar ooforectomizadas que
receberam 173-estradiol por dez dias por via endovenosa nas doses de 1, 4 ;10 e
250 ug/kg por dia, observaram aumento da espessura endometrial e da proliferacao
glandular proporcional a dose utilizada e Diel et al.(2006), estudando ratas Wistar
ooforectomizadas, induziram o aumento da espessura endometrial e a intensidade

de multiplicagao celular utilizando dose de 4 ou 10 pg/kg por dia.

O extrato de CR nao estimulou proliferacdo endometrial, permanecendo
atréfico. Apenas o trabalho de Seidlova-Wuttke et al.(2003) demonstra auséncia de
estimulacdo endometrial apés 12 semanas de suplementacdo com derivados de
Cimicifuga racemosa em ratas. Raus et al.(2006), em trabalho com 375 mulheres no
climatério que receberam a dose de 40 mg de extrato padronizado de CR por 52

semanas, observaram que nao houve crescimento endometrial.

O extrato de TP também ndo apresentou proliferacao celular endometrial
significativa. Em nossa revisdo bibliografica ndo encontramos trabalhos avaliando as
glandulas endometriais ap6s a suplementacao de Trifolium pratense em ratas
ooforectomizadas. Apenas o trabalho de Burdette et al.(2002) evidenciou aumento
do peso uterino, sem citar avaliagdo endometrial. O estudo de Imhof et al. (2006) em
105 mulheres na menopausa mostrou reducdo da espessura endometrial apos
suplementacao de 80 mg de isoflavonas de Trevo Vermelho por 90 dias. O trabalho

de Wolff et al. (2006) com suplementacdo de 80 mg de isoflavonas de TP por seis
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meses evidenciou auséncia de crescimento endometrial, porém, em seis mulheres
ocorreu sangramento vaginal, sendo que duas apresentaram endométrio
proliferativo, uma endométrio com hiperplasia simples e trés endométrio atréfico.
Neste quesito, nosso estudo veio acrescentar conhecimento maior em relacdo aos

animais de experimentacdo e sua reacao ao uso de extratos de TP.

Ao analisarmos a expressdo dos receptores estrogénicos no endométrio,
levamos em consideracao as caracteristicas teciduais. Sabemos que o mecanismo
gendmico da atuacado das isoflavonas, determinado pela ligacdo dos receptores
nucleares especificos, pode gerar efeitos estrogénicos e antiestrogénicos
(Dornstauder et al., 2001). Sendo os receptores estrogénicos de dois tipos: alfa e
beta, a concentracdo dos receptores nos tecidos é o principal determinante da
resposta hormonal em dado érgao. Sabemos que os receptores alfa-estrogénicos
(REa) sao encontrados em maior concentracdo no utero, mama e figado, enquanto
0s receptores beta-estrogénicos (REB) encontram-se em maior nimero no ovario,
préstata, epididimo, pulmao, hipotdlamo e vasos sanguineos (Alves, Silva, 2002;

Kinjo, 2004).

Em nosso estudo, tivemos o cuidado de analisar especificamente a
manifestacdo dos receptores alfa-estrogénicos, que sdo os encontrados em maior
concentragdo no endométrio. Poucos foram os trabalhos realizados com esta
especificacao (Weihua et al., 2000; Nikander et al., 2005; Diel et al., 2006, Mylonas

et al., 2007).
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Ao avaliarmos a expressao dos receptores a-estrogénicos no endométrio dos
animais submetidos a suplementacdo, observamos que houve expressao
significativa dos receptores de estrogénio no Grupo Estradiol quando comparado

aos demais.

O Grupo Cimicifuga, quando comparado aos outros grupos, apresentou a
menor expressao de receptores estrogénicos alfa, inclusive quando comparado ao
Grupo placebo, o que nos leva a hip6tese de existirem substancias inibidoras da
estimulacao hormonal, semelhantes a acao de um modulador seletivo da expressao

de receptores estrogénicos (SERM).

Zireau et al (2002) ja citaram a acao inibitéria da proliferacao celular por
extratos de CR em cultura de células MCF7, inibicdo esta proporcional a doses
progressivamente maiores do extrato fitoterapico, ocorrida tanto na auséncia quanto
na presenca de estradiol. Seidlova-Wuttke et al. (2003) ndo observaram aumento de
peso uterino ou expressdao de receptores estrogénicos B (do tecido uterino
pulverizado) em utero de ratas suplementadas com extrato padronizado de CR por 3

meses.

Kretzschumar et al. (2005) também verificaram pequena atividade
antiproliferativa com diminuicdo do peso uterino, quando comparado ao placebo,
apoés utilizagdo de extratos padronizados de CR, embora néao atribuissem tal fato a
presenca de substancias antiproliferativas no preparado fitoterapico. Nisslein e

Freudestein (2004) também reportam inibicdo de proliferacdo em células de tumor
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de endométrio transplantadas em pele de ratos ao utilizarem extratos de CR, com

efeitos semelhantes ao tamoxifeno.

Em funcdo dos resultados encontrados (acdo inibidora da expressao de
receptores a-estrogénicos), aventamos a possibilidade da Cimicifuga racemosa, por
apresentar em sua composicdo baixas concentracdes de formononetina e de seu
metabdlito, a daidzeina, poderiam ser os responsaveis por tal efeito. Devemos
considerar ainda os efeitos da Cimicifuga racemosa dependente dos outros
componentes do extrato, ndo estimuladores de receptores estrogénicos que

poderiam exercer efeitos nao genémicos, amplificando a atividade antiestrogénica.

Em relagdo ao Grupo Trifolium notamos também aumento da expressao de
receptores a-estrogénicos, embora com menor intensidade quando comparado com
o Grupo Estradiol no Tempo 3 (p<0,0001). Nao existem trabalhos em animais ou
mulheres que avaliem a expressao de receptores estrogénicos a no endométrio sob

o efeito de Trifolium pratense.

A proteina Ki67 esta presente no nucleo celular e ocorre durante todas as
fases da mitose constituindo marcador de proliferagéo celular e podendo ainda ser
utilizada como marcador do crescimento tumoral, dai nosso interesse em estuda-la

(Weihua et al. , 2003; Ozuyasal et al., 2005; Klaassens et al., 2006)

Resultados esperados foram evidenciados na analise da expressao de Ki67
no Grupo Placebo, que demonstrou baixa expressdo, e no Grupo Estradiol com

expressao significativa. No Grupo Cimicifuga, verificamos uma expressao de Ki67
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estatisticamente menor que a encontrada no Grupo placebo; tal fato nos leva a

hip6tese da acao de substancias inibidoras da proliferacao celular.

Seidlova-Wuttke et al.(2003), em estudo com ratas ooforectomizadas ja
demonstraram que extratos desta planta contém substéancias ainda nao totalmente
identificadas com atividade estrogénica no eixo hipotalamo-hipéfise sem estimular a
proliferacdo de células miometriais. Raus et al(2006), em trabalho com 400
mulheres no climatério que receberam 40 mg/dia de extrato de Cimicifuga durante
um ano observaram melhora dos sintomas sem crescimento do endométrio. Estas
evidéncias referem-se apenas a auséncia de proliferacdo celular e ndao de uma

efetiva acao inibidora da multiplicacao de células.

Em tecido mamario, esta atividade inibitéria ja foi evidenciada. Garita-
Hernandez et al. (2006) observaram efeito antiproliferativo em células de tumor
mamario negativas para receptores estrogénicos cujos mecanismos passavam por
ocupagcao de receptores progestogénicos sem, no entanto, exercer efeito
estimulatério nestes sitios. Einbond et al (2006) demonstraram efeito sinérgico da
acteina com doxorrubicina e 5-fluoracil na inducao de apoptose de células
neoplasicas de mama. Em nossa pesquisa, ndo foram identificados trabalhos que
relacionem a atividade da proteina Ki67 a extratos de Cimicifuga racemosa no
endométrio; portanto, a avaliacdo aqui discriminada aponta para confirmacdo de

estudos preliminares realizados em culturas de células mamarias.

Ao observarmos o comportamento da proteina Ki67 do Grupo Trifolium,

verificamos uma baixa expressao dos receptores, mais proxima da obtida com
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Cimicifuga que com o placebo. Tal resultado mostra-se, a principio, paradoxal uma
vez que o0s receptores estrogénicos tiveram uma expressao importante neste grupo,
bem maior que o Grupo placebo. Este resultado nos leva a conclusdao que o extrato
de Trifolium pratense contém substancias que forneceriam estimulo hormonal a-
estrogénico significativo com proliferacao celular pouco significativa. Forth et al
(2000) verificaram padrdao semelhante de expressdo de Ki67 relativo ao uso de
isoflavonas de soja em trabalho com macacas menopausadas. Imhoff et al. (2006) ja
tinham observado diminuicdo da espessura endometrial, avaliada por
ultrassonografia transvaginal, em mulheres que receberam extrato padronizado de
TP por 3 meses na dose de 80 mg de isoflavonas por dia. Cheng et al. (2007), em
trabalho com 60 mulheres na p6s-menopausa recebendo isoflavonas de soja ou
estradiol, observaram que as isoflavonas ndo alteraram a intensidade de expressao

de Ki67 apds o tratamento por trés meses, o que foi verificado com o estradiol.

Na literatura, observamos relatos e avaliagcbes que explicam esta menor
atividade proliferativa com o uso de isoflavonas. Setchell (1998), ao comentar as
acOes de fitoestrogénios, particularmente a genisteina, relata este efeito inibidor da
proliferacdo celular pelas isoflavonas em trabalhos com culturas de células de
diversas linhagens tumorais e especula sobre possiveis mecanismos celulares néao
hormonais para este resultado, tais como: inibicdo da tirosino-quinase, das topo-
isomerases | e Il e a interferéncia nos mecanismos determinantes da replicacao

celular.

Outros mecanismos possiveis seriam as acdes antioxidantes e

antiangiogénicas, bem como inibicao de citoquinas e fatores de crescimento. Kim et
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al (1998) avaliam que os efeitos das isoflavonas, particularmente genisteina, vao
muito além da atividade gendmica, evidenciando a atividade antioxidante, a
regulacao da transcricao genética e da fosforilacdo da tirosina. Zhou e Lee (1998)
observaram que a genisteina é um potente inibidor das proteinas GRP78 e HSP70
em cultura de células submetidas a azetidina, evidenciando assim uma atividade
antiproliferativa e antitumoral; esta atividade ocorreria regulando a transcricao
genética durante a duplicacdo celular por inibicdo da fosforilacdo induzida pela

tirosino-quinase.

Nossa observacdao confirma a hipdétese de mecanismos nao hormonais
interferirem com a replicacao celular quando utilizamos um fitoestrogénio baseado
principalmente no teor de isoflavonas, levando a menor indice de proliferacao

celular.

Nossos resultados podem ser questionados em funcdo da pequena
amostragem para cada grupo de observagdo. Trabalhos em larga escala,
principalmente focando as acdes no epitélio vaginal e endometrial em mulheres,

devem ser estimulados para confirmacao de nossas observacoes.

Outro dado a ser avaliado seria a utilizagdo de doses maiores que ndo foram
utilizadas neste estudo, principalmente de isoflavonas do Trifolium pratense, que
poderiam talvez apresentar resultado mais proximo ao obtido com a estimulagédo de
receptores estrogénicos pelo valerato de estradiol, sem repercutir significativamente

na proliferagdo celular endometrial.
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Avaliando as informacbdes fornecidas por nosso estudo com animais,
podemos levantar outros quesitos a serem analisados e, com as devidas
adaptagdes, servirem como orientagdo para futuros ensaios em mulheres.
Considerando as variacdes de peso, tivemos confirmacao de estudos anteriores, que
falam da auséncia de alteracdo com os fitoestrogénios. Em relacdo a citologia
vaginal, um dado significativo foi uma melhora relativa na camada intermediaria com
o uso de Cimicifuga, ndo observada com Trifolium que, teoricamente, deveria ter um

efeito mais expressivo.

Quanto ao endométrio, a histologia nao mostrou resultados divergentes da
literatura, mas a avaliacdo dos receptores a-estrogénicos e do marcador de
proliferacdo celular Ki67 mostraram resultados expressivos que sugerem seguranca
para utilizacdo destes compostos no tratamento das manifestagcdes do climatério.
Estas observacées aumentam de magnitude se extrapolarmos o tempo relativo de

vida das ratas para a mulher.

Analisando as substancias fitoterapicas e seus constituintes, observamos que
os resultados nao proliferativos em endométrio foram obtidos de modo distinto ja que
as isoflavonas do Trifolium pratense utilizam preferencialmente a via gendmica de
acao enquanto os alcaldides triterpénicos, 0s quais sdo os principais constituintes da

Cimicifuga racemosa, exerceriam preferencialmente atividade nao genémica.

O uso associado do TP e CR como terapéutica para a sintomatologia do
climatério, pode ser uma possibilidade; em tal situacdo, teriamos uma protecao

endometrial utilizando o sinergismo entre estes fitomedicamentos além da atividade
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do Trifolium pratense com beneficios nos diversos tecidos (endotélio vascular,
0ssos, pele e pulmdo) e a atividade dos derivados de Cimicifuga racemosa no

hipotdlamo com diminuigdo dos sintomas vasomotores

O avanco da biologia molecular e as novas pesquisas laboratoriais nos darao
substratos para maior seguranca na utilizacdo de fitoestrogénios em mulheres
sintomaticas no climatério. Nesse sentido, observamos aumento exponencial no
namero de trabalhos cientificos publicados em revistas nacionais e internacionais,

demonstrando de maneira cabal a relevancia e importancia de nosso estudo.



6.CONCLUSAOQO

62



63

O estudo citolégico do esfregaco vaginal de Rattus Norvegicus Albinus

(WISTAR) ooforectomizadas demonstrou que:

Houve predominio de células superficiais somente no grupo de ratas tratadas
com valerato de estradiol

O esfregaco vaginal permaneceu atrofico nos grupos Trifolium pratense e
Cimicifuga racemosa

O Grupo que recebeu Cimicifuga racemosa apresentou aumento de células

intermediarias quando comparado aos grupos Placebo e Trifolium pratense.

No estudo do endométrio observamos que:
O grupo tratado com valerato de estradiol apresentou endométrio proliferativo

Os demais grupos apresentaram atrofia endometrial

Em relagéo a expresséo dos receptores de estrogénio :

Todos os Grupos apresentaram expressao de receptores estrogénicos:

Os Grupos estradiol e Trifolium pratense apresentaram expressao
significativamente maior quando comparados ao placebo;

O Grupo Cimicifuga racemosa apresentou expressao significativamente

menor que o placebo

Em relacdo a dos expressao da proteina Ki67:

Todos os Grupos apresentaram expressao da proteina Ki67:

Os Grupos Trifolium pratense e Cimicifuga racemosa apresentaram menor
expressdo em relacdo ao placebo enquanto o valerato de estradiol

apresentou expressao significativamente maior.
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e A expressdo da proteina Ki67 no Grupo Trifolium pratense foi

significativamente maior que no Grupo Cimicifuga racemosa
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7.ANEXOS



ANEXO 1: EXTRATO PADRONIZADO DE CIMICIFUGA RACEMOSA

569
Seq. 1814

REMIDAMIN® (BLACK COHOSH-L)

Data de Fabricagdo: 20/7/2005
Data de Validade: 19/7/2008

Lote Galena (CIQ): 0601020704

Nome Botanico: Cimicifuga racemosa (L)

Classe Terapéutica: Tratamento Da Menopausa

ABMAZENAMENTOC: Armaz. Temp. Ambiente, em recipiente fechado protegido da luz e umidade.

Pais de Origem: CHINA
Lote de Fabricagao: 050720 >
Nota Fiscal: 0725569

Produto encontra-se nos
seguintas volumes

Andlises/Componentes

Especificagbes

Resultados das andlises

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

« Descri¢do (0)

* Odor (0)

* Doseamento (27-decxiacteina, por UV} * (0)
« Perda por dessecagdo (1g, 105°C, 3Hrs) (0)
* Granulometria (0}

» Metais pesados (0)

» Cinzas totais (0)

« Densidade aparente {1}
MICROBIOLOGICO

+ Fungos e leveduras (1)

* Salmonella spp (0)

« Escherichia coli (0)

* Saureus (0)

* P.aeruginosa {(0)

« Bactérias aerébicas (0)

P6 fino marrom amarelado
Caracteristico

N&o menos que 2,5%

Néo mais que 8,0%

min. 90% passa por 60 mesh
N&do mais que 20ppm

N&o mais que 10,0%
Informativo

Nao mais que 100ufc/y
Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

N&o mais que 1000ufc/g

Pa fino cristalino amarelads
Caracteristico

27%

4,5%

HN% passa

< 20ppm

6,0%

0,5g/m!

< 100ufciyy
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente

< 1000uicly

* - Analises em acordo com o certificado de andlise do fornecedor.

As demais andlises foram realizadas no Laboratorio de Controle da Qualidade Galena.

Referéncias: (0) Conforme literatura do formnecedor.; (1) Conforme metodologia intema Galena.; (2) Farmacopéia Britanica, Edigao 2002.; (3)

Farmacopéia Americana, 28° Edigéo..

Resultado: ( X ) Aprovado  Data da Andlise: 13/1/2006

Roberto T. Yoshida

lmarmacéutico Responsével

CRF-5P: 18.411

Nr.Ctrl.: 608186-068002G0011/4°11§
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ANEXO 2: EXTRATO PADRONIZADO DE TRIFOLIUM PRATENSE

4 alema

- 991
Seq.6/9

TRIFOLIN® (RED CLOVER EXTRACT)

Data de Fabricagao: 01/11/2004 Pais de Origem: INDIA i i
Data de Validade: 30/10/2007 Lote de Fabricagdo: RCE/4053 R S
Lote Galena (ClQ): 7050501021 Nota Fiscal: 0690991

Nome Botanico: Trifolium pratense L.
Classe Terapéutica: Tratamento Da Menopausa

ARMAZENAMENTO: Armaz.Temp. Ambiente, em recipiente fechado protegido da luz e umidade.
Produto Higroscopico

Anélises/Componentes Especificagtes Resultados das analises
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
* Descricao (4)

P& marrom esverdeado higroscopico

Caracteristico

9.7%
) mais que 5.0% 3.0%
sa por 80 Mesh Cenforme
Nao mais que 20ppm Menor que 20 ppm
Mao mais que 5,0% 1.6%
inforiativo 0, dg/mi
C () Positive Conforme
BIOLOGICO
onellz spp * (4) Ausente Ausente
. “(4) Ausente Ausente
nte . Ausente
Ausents Ausente
Nao mais que 1000ufc/g Menor que 1000ufc/g
nais que 120ufe/g Menor que 100ufcig

role da Qualidade Galena
j Conforme metedologia interna Galena ; (2) BP2002/US™24: (3) Farmacopeia Americana,

a anica, Edi¢ao 201
. (4) Conforme literatura do fornecedor

o amarelado devido ao processc de

Resultado: ( X ) Aprovado  Data da Analise: 25/05/2005 NRClr;: O

ugdo do fa

3-001293G0005/4278

I

=\
Roberto T. Yoshida
Farmacéutico Responsaval
CRF-SP: 18.441

Este produto atende aos
requisitos da BPDF e
apresenta seguranga e
garantia de sua qualidade




ANEXO 3 : PESO DE TODOS OS ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

RATA
rata controle 1
rata controle 2
rata controle 3
rata controle 4
rata controle 5
rata controle 6
rata controle 7

rata placebo 1
rata placebo 2
rata placebo 3
rata placebo 4
rata placebo 5
rata placebo 6
rata placebo 7
rata placebo 8
rata placebo 9

rata estradiol 1
rata estradiol 2
rata estradiol 3
rata estradiol 4
rata estradiol 5
rata estradiol 6
rata estradiol 7
rata estradiol 8

rata isoflavona 1
rata isoflavona 2
rata isoflavona 3
rata isoflavona 4
rata isoflavona 5
rata isoflavona 6
rata isoflavona 7
rata isoflavona 8

rata cimicifuga 1
rata cimicifuga 2
rata cimicifuga 3
rata cimicifuga 4
rata cimicifuga 5
rata cimicifuga 6
rata cimicifuga 7
rata cimicifuga 8

rata trifolium 1
rata trifolium 2

PESO NA
OOFORECTOMIA
236
247
228
218
261
232
245

218
265
252
215
236
247
238
260
228

270
279
237
241
254
266
268
256

255
270
265
267
244
248
300
298

264
269
234
220
254
274
235
249

261
208

PESO NO INICIO DA
REPOSICAO
230
241
247
224
245
217
231

226
297
289
223
267
271
252
263
223

275
288
230
237
258
259
261
260

232
292
299
297
252
258
330
312

244
276
244
230
285
224
253
210

232
213

PESO AO FINAL
DA REPOSICAO
239
228
212
230
226
225
208

218
259
273
228
258
285
264
251
235

299
310
259
265
271
279
295
272

262
284
283
275
230
246
320
293

280
247
219
300
305
237
278
238

197
237
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rata trifolium 3
rata trifolium 4
rata trifolium 5
rata trifolium 6
rata trifolium 7
rata trifolium 8

251
230
253
257
246
234

266
232
249
256
241
285

247
216
231
230
234
297
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ANEXO 4: APROVACAO PELO COMITE DE ETICA
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UNIVERSIDADE CENTRO DE CIRURGIA EXPERIMENTAL
DO BRASIL DO DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
UFR] DA FACULDADE DE MEDICINA

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins, que foi aprovado pelo Comité de Etica para o
uso de Animais de Laboratério em Pesquisa, Ensino e Extensio (CEPAL), o
projeto do mestrando DECIO LUIS ALVES, intitulado: “AVALIAGAO DOS EFEITOS
DO TRIFOLIUM PRATENSE E DA CIMICIFUGA RACEMOSA NO
ENDOMETRICO, TECIDO MAMARIO, NA MUCOSA VAGINAL E NA PELE DE
RATTUS NORVECICUS OOFORECTOMIZADOS", sob a orientagao da Prof® Dr2
Sénia Maria Rolim Rosa Lima e co-orientagio do Prof. Dr. Alberto Schanaider,
em 10 de agosto de 2005.

Rio de Janeiro, 30 de agosto de 2005.
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ANEXO 5: ANALISE DAS TABELAS DE PESOS
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COMPARACAO DE PESO NO INICIO E AO FINAL - GRUPO SIMULAGAO

Hipdétese: nao houve ganho de peso
Teste: t de student para dados pareados
Teste-t: duas amostras em par para médias

inicio
Média 233,5714286 224,000
Variancia 125,2857143 113,6666667
Observacgodes 7 7
Correlagao de Pearson 0,272342878
Hipotese da diferenga de
média 0 -

CONCLUSAO: Nao houve ganho de peso, as

gl 6 médias sao iguais, p=0,098284
Stat t 1,452522966
P(T<=t) uni-caudal 0,098284238
t critico uni-caudal 1,943180905
P(T<=t) bi-caudal 0,196568476
t critico bi-caudal 2,446913641

COMPARAGAO DE PESO NO INICIO E AO FINAL — GRUPO PLACEBO

COMPARACAO PESO NO INIiCIO E AO
FINAL ratos placebos

Hipo6tese: nao houve ganho de peso
Teste: t de student para dados pareados
Teste-t: duas amostras em par para médias

Teste-t: duas amostras em par para médias

inicio
Média 261 254,5
Variancia 710 491,7142857
Observacgodes 8 8
Correlagao de Pearson 0,773205317
Hipo6tese da diferenga de
média 0 i

CONCLUSAOQ: Nao houve ganho de peso, as

gl 7 médias sao iguais, p=0,1572794
Stat t 1,083333333
P(T<=t) uni-caudal 0,157279422
t critico uni-caudal 1,894577508
P(T<=t) bi-caudal 0,314558843

t critico bi-caudal 2,36462256
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COMPARAGAO DE PESO NO INICIO E AO FINAL — GRUPO ESTRADIOL

Hipdétese: nao houve ganho de peso
Teste: t de student para dados
pareados

Teste-t: duas amostras em par para
médias

Teste-t: duas amostras em par para
médias

inicio Final
Média 258,5 281,25
Variancia 346,5714286 326,5
Observacodes 8 8
Correlacao de
Pearson 0,912641902 ; ]
Hipotese da CONCLUSAO : HOUVE GANHO DE PESO, A MEDIA NO
diferenca de FINAL E SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR DO QUE NO
média 0 INICIO
gl 7 P=0,000034
Stat t -8,372162661
P(T<=t) uni-
caudal 0,0000340520064
t critico uni-
caudal 1,894577508
P(T<=t) bi-
caudal 6,8104E-05
t critico bi-caudal 2,36462256

COMPARAGAO DE PESO NO INICIO E AO FINAL — GRUPO CIMICIFUGA

Hipdétese: nao houve ganho de peso
Teste: t de student para dados pareados
Teste-t: duas amostras em par para médias

Teste-t: duas amostras em par para médias

inicio final
Média 245,75 263
Variancia 644,7857143 1020
Observacgodes 8 8

Correlagao de Pearson
Hipotese da diferenga
de média

gl 7 iguais, p=0,086766
Stat t 1,515059741
P(T<=t) uni-caudal 0,08676624
t critico uni-caudal 1,894577508
P(T<=t) bi-caudal 0,17353248
t critico bi-caudal 2,36462256

0,387011819

0

CONCLUSAO: Nao houve ganho de peso, as médias sao
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COMPARAGAO DE PESO NO INICIO E AO FINAL - GRUPO TRIFOLIUM

Hipdétese: nao houve ganho de peso

Teste: t de student para dados pareados
Teste-t: duas amostras em par para médias

Teste-t: duas amostras em par para médias

INICIO FINAL
Média 246,75 236,125
Variancia 504,5 832,6964286
Observacodes 8 8

Correlacao de Pearson 0,733133241
Hipo6tese da diferenga

de média 0
gl 7
Stat t 1,527948252
P(T<=t) uni-caudal 0,085183814
t critico uni-caudal 1,894577508
P(T<=t) bi-caudal 0,170367629

t critico bi-caudal 2,36462256

CONCLUSAO: Nao houve ganho de peso, as médias sao
iguais, p=0,085183814
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ANEXO 6: TABELAS DE ANALISE DE RECEPTORES ESTROGENICOS

Analise de variancia (ANOVA) dos testes para RE

Anova: fator tnico Todos os grupos
RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Varidncia
Cimicifuga 8 695 8,69 0,266964

Placebo 8 76,8 9,60 0,088571
Simulacao 7 914 13,06 0,079524
Trifolium 8 130,44 16,30 0,268571
Estradiol 8 1974 24,68 0,147857

ANOVA

Fonte da

variagdo SQ gl MQ F valor-P__ F critico
Entre grupos 1331,099 4 332,7748 1923,916 0,00 2,649898
Dentro dos
grupos 5,880893 34  0,172967
Total 1336,98 38

Conclusao: Ha diferenca significante entre as médias

Teste de Tukey para analise comparativa entre as médias de manifestacdo dos
receptores estrogénicos, evidenciando diferencas significativas entre si.

TESTE DE TUKEY

MEDIAS 8,69 9,60 13,06 16,30 24,68
8,69 0
9,60 0,913 0
13,06 4,370 3,457 0
16,30 7,613 6,700 3,243 0
24,68 15,988 15,075 11,618 8,375 0

g-m.s= 0,536698

MEDIAS 8,69 9,60 13,06 16,30 24,68
8,69 0
9,60 DIF 0
13,06 DIF DIF 0
16,30 DIF DIF DIF 0
24,68 DIF DIF DIF DIF 0

CONCLUSAOQ: TODAS AS MEDIAS SAO DIFERENTES ENTRE
Sl
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ANEXO 7: TABELAS DE ANALISE DE PROTEINA KI67

Teste de Tukey para andlise comparativa entre as médias de manifestacdo da
proteina Ki67 , evidenciando diferencgas significativas entre si.

TESTE DE TUKEY
| Placebo | Cimicifuga | Trifolium | Estradiol

médias 7,25 3,9 4,25 15,4625
Placebo 7,250 0
Cimicifuga 3,900 3,350 0
Trifolium 4,250 3,000 0,350 0
Estradiol 15,463 8,213 11,563 11,213 0
7,25 3,9 4,25 15,4625
Placebo 7,250 0
Cimicifuga 3,900 DIF 0
Trifolium 4,250 DIF DIF 0
Estradiol 15,463 DIF DIF DIF 0

CONCLUSAO: todas as médias sdo diferentes entre si

Analise de variancia (ANOVA) dos testes para Ki67

Anova: fator Unico todas as fontes
RESUMO
Grupo Contagem Soma Meédia Variancia

Placebo 58 7,250 0,0685714
Controle 77,5 11,071 0,062381

8
7

Cimicifuga 8 312 3,900 0,0228571
8 34 4,250 0,0485714
8 123,7 15,463  0,1055357

Trifolium
Estradiol

ANOVA
F
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P __ critico
Entre grupos 759,0844 4  189,7711 3082,7077 0,000000 2,6499
Dentro dos grupos 2,093036 34 0,06155987
Total 761,1774 38

CONCLUSAOQ:, as médias sao estatisticamente diferentes.
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O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos do Trifolium pratense e da
Cimicifuga racemosa no epitélio vaginal e no endométrio de ratas Wistar
ooforectomizadas, comparando os resultados com um grupo placebo e um grupo
utilizando valerato de estradiol. As doses utilizadas foram equivalentes as que sao
rotineiramente administradas a mulheres (1 mg/dia de valerato de estradiol, 80
mg/dia de isoflavonas de Trifolium pratense e 4 mg/dia de deoxiacteina da
Cimicifuga racemosa). Foram analisados os resultados através da microscopia ética
e Indice de Frost para o epitélio vaginal. A expressdo dos receptores a-estrogénicos
e da proteina Ki67 no endométrio foram avaliadas por imunoistoquimica e
morfometria. A citologia vaginal permaneceu atréfica com o uso dos
fitomedicamentos embora o indice de células intermediarias tenha aumentado
significativamente com o extrato de Cimicifuga. A histologia do endométrio
permaneceu atréfica em ambos os extratos vegetais porém o extrato de Trifolium
pratense apresentou significativo aumento da expressdo de receptores a-
estrogénicos quando comparado ao placebo, sem que ocorresse aumento na
expressdao da proteina Ki67. Os fitoterapicos apresentaram imunoexpressao da

proteina Ki67 menor que a observada no placebo.
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The objective of this study was to analyze the effects of Trifolium pratense and
Cimicifuga racemosa in vaginal epithelium and endometrium of castrated female
Wistar rats, comparing these results with placebo and estradiol valerate. The doses
used were equivalent to the doses used in women (1 mg/day of estradiol valerate, 80
mg/day of isoflavones from Trifolium pratense and 4 mg/day of deoxiactein from
Cimicifuga racemosa). The results were analyzed via optical microscopy and Frost
Index for vaginal epithelium. The expression of a-receptors and Ki67 were
assembled through immunohistochemical and morphometric analysis. Vaginal
cytology remained atrofic in groups supplied with herbs, although the intermediate
cells index rose significantly with Cimicifuga supplementation. The endometrium
histology also remained atrofic in both herbal extracts but the Trifolium
supplementation enhanced the expression of a-estrogen receptors compared to
placebo, without enhancement of protein Ki67 expression. The herbal extracts

presented a lower Ki67 expression compared to placebo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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