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A soja e seus derivados (ricos em isoflavona) tém sido cada vez mais prescritos
por médicos como uma alternativa terapéutica a Terapia de Reposi¢gdo Hormonal
e vém sendo amplamente adotados como parte da dieta da populagdo. No
entanto, pouco se conhece sobre os efeitos desejaveis ou indesejaveis que este
produto natural pode oferecer. A soja contém alta concentra¢do de isoflavona e
esta, por sua vez, ¢ composta por uma mistura de substdncias. Dentre as
principais estdo a genistéina e a daidzeina. A isoflavona, classificada como
fitoestrogénio, apesar de apresentar fraca atividade estrogénica ¢ capaz de
interferir no desenvolvimento corporal e sexual, ocasionando alteracdes
reprodutivas. Por esta razdo pode ser apontada como um possivel desregulador
enddcrino. Desta forma, o objetivo do presente trabalho constituiu eleger dose de
isoflavona com atividade estrogénica e estudar suas agdes em ratas prenhes,
avaliando sua possivel repercussdo sobre o desenvolvimento dos conceptos, bem
como sobre parametros reprodutivos. Para eleicdo de dose com atividade
estrogénica foi realizado o teste uterotrofico em ratas pré-puberes. Observamos
que a isoflavona nas doses 10mg/Kg e 100mg/Kg apresenta atividade
estrogénica. A atividade estrogénica da isoflavona foi também identificada em
camundongos pré-puberes machos e fémeas. As doses eleitas de isoflavona com
atividade estrogénica, 10mg/Kg e 100mg/Kg, foram administradas por via
intragastrica a ratas prenhes Wistar, diariamente, a partir do 6° dia de gestacdo
até o seu final. As ratas prenhes expostas a isoflavona nas doses de 10mg/Kg e
100mg/Kg, quando laparotomizadas, apresentaram menor numero de fetos vivos,
enquanto o numero de fetos em lise apresentou-se maior em ratas expostas a
isoflavona na dose de 100mg/Kg. Apresentaram também maior nimero de sitios
de reabsor¢do e menor numero de sitios implantados. Aumento nas taxas de
perdas pré-implantagdao foi observado nas doses 10mg/Kg e 100 mg/Kg,
enquanto para as taxas de perdas pos-implantagdo foi observado aumento apenas
com a dose de 100mg/Kg. Nas ratas que tiveram evolucdo normal da prenhez,
nao observamos toxicidade materna, apesar de apresentarem uma antecipagao

significativa no dia do nascimento dos filhotes. As ratas pertencentes aos grupos



Isoflavona 10mg/Kg e 100mg/Kg pariram menor niimero filhotes/ninhada. Os
parametros surgimento de pélos, abertura dos olhos, o descolamento das orelhas
e a idade por ocasido da instalacdo da puberdade ocorreram mais precocemente,
em ambos os sexos. Nos descendentes fémeas, em relagdo ao ciclo estral, apesar
de n3o observarmos diferenca quanto ao numero de estros, verificamos um
aumento em sua duragdo com Isoflavona na dose delOmg/Kg. Portanto, a
isoflavona, em diferentes modelos experimentais, apresentou atividade
estrogénica. Desta forma, apesar da recomendacao indiscriminada do uso da soja
e seus derivados, os resultados, deste estudo mostraram também que esta conduta
ndo ¢ totalmente isenta de efeitos indesejaveis. Cautela deve ser tomada até que
estudos mais extensos sejam realizados, avaliando os possiveis efeitos tardios do
consumo da soja e seus derivados, em especial a isoflavona em periodos criticos
do desenvolvimento bem como sua participacdo e/ou implicagdo no sexo

masculino.



Albstract



Albstract

Soybean and its derivatives (rich in isoflavone) have been more and more
prescribed by doctors as a therapeutic alternative to the Hormone Replacement
Therapy and have been widely adopted as a part of the population’s diet.
However, there is a relative paucity of information about the desirable or
undesirable effects, which this natural product can provide. Soybean contains a
high concentration of isoflavone, which is composed by a mixture of substances.
Daidzein and genistein are within the major substances of this composition. The
1soflavone, classified as a phytoestrogen, despite of presenting a low estrogenic
activity is capable of interfering in the sexual and body development, leading to
reproductive alterations. So that it could be referred as a possible endocrine
disrupter. Thus, the objective of the present study was to determine the
isoflavone dosage with estrogenic activity and review its actions on pregnant
rats, assessing its possible repercussion on the conceptus development, as well as
on the reproductive parameters. Aiming to determine the dosage with estrogenic
activity, an uterotrophic test was realized in the pre-puberty rats. We observed
that the 10mg/Kg and 100mg/Kg of isoflavone dosages present estrogenic
activity. The estrogenic activity of the isoflavone was also identified in pre-
puberty male and female mice. The determined dosages of isoflavone with
estrogenic activity, 10mg/Kg and 100mg/Kg, were intragastric applied in Wistar
pregnant rats, on daily basis, from the sixth gestation day up to its end. The
pregnant rats exposed to 10mg/Kg and 100mg/Kg of isoflavone dosages
presented a smaller number of living fetus when laparotomized, while the
number of fetus undergoing dissolution was higher in rats exposed to 100mg/Kg
isoflavone dosages. They also presented a higher number of reabsortion sites and
a smaller number of implanted sites. The pre-implantation loss rates were
observed in the 10mg/Kg and 100mg/Kg isoflavone dosages, while the post-
implantation loss rates were verified just in the 100mg/Kg dosage. The rats in
which a regular pregnancy development was verified, we didn’t observe maternal
toxicity, despite of presenting a significant anticipation of the offspring birth

date. The rats belonging to the 10mg/Kg and 100mg/Kg isoflavone dosage group
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gave birth to a smaller number of subjects/offspring. The parameters for
appearing pelage, eyes opening, ears releasing and the age for the beginning of
puberty were more precocious in both genders. In the female descendant,
concerning the estrus cycle, despite of observing no difference related to the
number of estrus, we verified an increase in its duration with the 10mg/Kg
1soflavone dosage. Therefore, the isoflavone, in various experimental models,
presented estrogenic activity. So that, spite of the indiscriminate recommendation
for using soybean and its derivates, the results of this study also showed that this
procedure isn’t totally free from undesirable effects. We must be cautious until
more extended studies are realized assessing the possible late effects of the
soybean consumption and its derivates, specially the isoflavone in critical periods
of the development as well as its participation and/or implications concerning the

male gender.






Dntraducao

Normalmente, entre os 40 e 50 anos de idade, os ciclos sexuais da mulher
ficam irregulares, ndo havendo ovulagdo em muitos deles ou mesmo a produgdo
de estrogenos pelos ovarios. Apos meses ou anos esses ciclos cessam totalmente.
Essa cessagdo ¢ denominada menopausa. Os estrogenos passam a ser produzidos
em quantidades cada vez menores e apds alguns anos esta producao pode nao
ocorrer mais, sendo muitas vezes necessaria a reposi¢ao hormonal. Nas ultimas
duas décadas, as pesquisas t€m privilegiado a busca de terapias capazes de aliviar
os sintomas indesejaveis associados as quedas nos niveis de hormonios da
reproducdo, sobretudo o desenvolvimento de compostos farmacéuticos de
hormonios sintéticos (VIGETA et al., 2004). Assim, a terapia de reposi¢do
hormonal (TRH) ¢ recomendada para o alivio dos sintomas vasomotores,
tratamento da atrofia vaginal e preven¢ao da osteoporose. Apesar das conhecidas
vantagens, muitas mulheres cessam o tratamento de TRH apds apresentarem um
quadro de cefaléia, mastalgia, ndusea, ganho de peso e reten¢do hidrica, além do

receio de cancer de mama (ANELLI et al., 2003).

Na TRH, os hormonios mais utilizados incluem os estrogénios e os
progestogenos semi-sintéticos. Existem diversas maneiras de se administrar o
estrogeno: via oral, via transdérmica, via vaginal, e injetdvel. No Brasil as vias
mais utilizadas sdo a transdérmica e a oral, tendo sido lancado recentemente o
implante subcutaneo. O estradiol, administrado por via oral, ¢ rapidamente
metabolizado pelo figado em estrona e seus conjugados, levando a concentragdes
circulantes mais elevadas de estrona do que estradiol. Em contraste, a pele
metaboliza em pequeno grau. Pesquisa demostrou também que mulheres pos
menopausicas que recebem terapia oral ou transdérmica obtém os efeitos
terapéuticos desejados, ou seja, menores niveis de gonadotropina, menores
porcentagens de células parabasais vaginais, diminui¢do da excregdo de célcio e
menor propor¢ao entre calcio e creatinina, com ambos os tipos de formulagao. O
estudo demonstrou também que os efeitos colaterais sist€émicos dos estrogénios

orais podem ser reduzidos pelo uso da via transdérmica (ANSEL et al., 2000).
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Devido aos efeitos colaterais observados na TRH, ha grande interesse no
desenvolvimento de terapéuticas alternativas. Assim, uma terapé€utica que tem
sido atualmente prescrita ¢ a substituicdo de hormoénios sintéticos ou semi-
sintéticos; estrogénios € o0s progestogenos pelos fitoestrogénios. A agdo
estrogénica ou antiestrogénica de algumas substancias derivadas de plantas ¢
conhecida ha algumas décadas e, por esta razdo, sdo denominadas
fitoestrogénios. No grupo de substincias com atividade estrogénica encontramos
um importante derivado da soja, a isoflavona. O aparecimento da soja remonta a
mais de cinco milénios na regido da Coréia ¢ Manchuria. Hoje no sudeste
asiatico, a soja representa 20 a 60% da proteina ingerida pela populacdo (HAN et
al., 2002). A isoflavona, importante fitoestrégeno, ¢ encontrada, além de no grao
de soja, em brotos de alfafa, sementes de linhacga, trevo vermelho, entre outros
vegetais. Na soja, as isoflavonas estdo distribuidas em todo o grdo, tendo maior

concentra¢ao no gérmen do grao da soja (CLAPAUCH et al., 2002).

A 1soflavona apresenta estrutura similar ao estradiol e tem recebido
atencdo como uma alternativa para TRH, para a prevencao da pos-menopausa e
osteoporose (FUJIOKA et al., 2004). Os flavonoides apresentam atividade
antiviral, anticarcinogeéncia, bactericida, antifingica, antioxidante,
antimutagénica,  antithipertensiva,  antinflamatoria,  antiproliferativa e
antioesteoporose (MARTIN et al., 1978, KONDO et al., 1990, KNIGHT et al.,
1996, WUTTUKE, 2006). As isoflavonas sdo conjugadas com a glicose,
formando glicosideos. No gérmen da soja os principais glicosideos encontrados
sdo a daidzeina, genisteina e gliciteina, sendo que os dois primeiros sdo os mais
encontrados, predominando a genisteina que corresponde a 75% do total. Esses
compostos sao fermentados pela microflora intestinal; a dadzeina ¢ metabolizada
a iquol ou O-dimetilangolesina (O-Dma), a p-etilfenol. Daidzeina, genisteina e
iquol sdo os principais fitoestrogenos encontrados no sangue e urina de homens e
animais (MORAIS et al., 2000). Varios medicamentos contém principios ativos

extraidos de plantas, sendo modificados quimicamente em laboratério para
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potencializar sua atividade, aumentar a biodisponibilidade ou diminuir os efeitos

adversos (CLAPAUCH et al., 2002).

Afirma a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, que as
isoflavonas sdo consideradas medicamentos, com obrigatoriedade de registro e
cumprimento dos requisitos de seguranga, eficicia e qualidade, nao se
enquadrando na legislacdo brasileira de alimentos pela resolucdo RDC n° 48, de

16 de marco de 2004. Todavia isto nem sempre € observado.

O efeito bioldgico dos isoflavondides varia de acordo com a fase bioldgica
da mulher. Na pré-menopausa, quando a concentracdo de hormonios circulantes
¢ alta, os receptores de estrogenos estao ocupados e os fitoestrogenos competem
por estes sitios. Como tem menor atividade bioldgica que os estrogenos
enddgenos, resultam apenas uma fraca acdo anti-estrogénica. Em mulheres na
pés-menopausa, a concentragdo do estrégeno enddgeno circulante diminui 60%;
os receptores estardo mais disponiveis, favorecendo a fraca acao estrogénica dos
flavondides (CHAMBO-FILHO et al., 2000). De acordo com Clapauch et al.
(2002) a propriedade estrogénica e antiestrogénica dos fitoestrogenos depende da
concentracdo dos mesmos, da concentracdo dos esterdides sexuais endogenos e
do orgao alvo especifico envolvido na interacdo com os receptores de estrogénios
(RE). Esse efeito pode ser explicado pela existéncia de dois tipos de RE: a e f3.
Os a-receptores (RE-a) sdo os principais receptores encontrados na mama € no
utero, e os P-receptores (RE-f) no osso e no sistema cardiovascular. O estradiol
tem afinidade por ambos receptores, enquanto as isoflavonas sdo mais seletivas

para os RE-f3, a propor¢do de 1/20 para o a e 1/3 para o B.

As isoflavonas incluem a genisteina, daidzeina, gliciteina, biochanina A e
formononetina. Na maioria das plantas sdo encontradas na forma de glicosideos
(genistina e daidzeina), isto ¢, ligadas a uma molécula de agtcar. No intestino,
onde a genistina ¢ metabolizada por a¢do de enzimas bacterianas, perde o residuo

de agucar e transforma-se na forma mais ativa, que ¢ agliconada (genisteina). Os

10
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1soflavondides provenientes de matéria-prima ja processada, que passam por um
processo de fermentagdo, proporcionam maior teor de agliconas, como por
exemplo, o missd € o molho de soja. Ja a extragdo alcoolica da farinha de soja
remove todas as pequenas moléculas organicas, inclusive os fitoestrogenos

(COWARD et al., 1993)

Segundo Fujioka et al., (2004) as isoflavonas possuem uma fraca
afinidade ao receptor de estrogénio, por esta razdo sdo chamadas de
fitoestrogénios. Sdo compostos nao-esterdides, que se ligam fracamente aos
receptores estrogénicos (menos que 1% da afinidade de ligagdo do estradiol).
Existem evidéncias de que a isoflavona diminui a intensidade e a freqiiéncia dos
sintomas vasomotores em mulheres na menopausa. A maioria dessas observagdes
sobre o uso dos fitoestrogénios sdo epidemioldgicas, muitas delas baseadas em
estudos realizados em regides de alto consumo da soja. Notou-se que menos de
20% das mulheres japonesas apresentam ondas de calor, comparado com 80%
das européias, atribuindo-se, em parte, estas diferencas a dieta das mulheres
japoneses, rica em derivados da soja (ANELLI et al., 2003). Em estudo duplo-
cego, com placebo controlado, constatou-se que 60g/dia de proteina isolada da
soja (suplemento alimentar) foi superior ao placebo, reduzindo em 50% os
sintomas vasomotores (ALBERTAZZI et al., 1998). Para Han et al. (2002), a
1soflavona mimetiza algumas das ag¢des dos estrogé€nios naturais, pois ao atuar
nos receptores de estrogénio, melhora os sintomas indesejaveis da sindrome do
climatério. Entretanto, faltam trabalhos consistentes na literatura que
demonstrem que os efeitos da isoflavona sejam realmente semelhantes aos do

estrogénio.

Estudos mostraram também que mulheres ao consumirem quantidades
elevadas de produtos ricos em isoflavona da soja apresentam concentracoes
urinarias maiores de isoflavona, reduzindo o risco e as taxas do cancer de mama
(DUNCAN et al.,1999). Assim, o consumo de isoflavonas ¢ também sugerido

por essa possivel propriedade cancer-preventiva.
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Considerando-se entdo os beneficios acima relatados, vem sendo
recomendada a adicao da isoflavona, proveniente do gérmen da soja, a dieta da
populacdo. A populagdo brasileira tradicionalmente ndo consome soja, o 6leo de
soja, que apresenta contribuicdo efetiva na dieta brasileira, ndo contém
isoflavonas. Desta forma, o desenvolvimento de produtos enriquecidos com
derivados de soja seria uma alternativa para aumentar a presenga dessas
substancias na dieta (BEDANI e ROSSI, 2005). Verificamos, porém, uma grande
dificuldade em se modificar o habito alimentar da mulher ocidental. Desta forma,
um dos recursos muito utilizados vem consistindo na administracdo do principio
ativo, por via oral. Todavia a ocorréncia de efeitos adversos quando do uso
continuado da isoflavona, por sua atividade estrogénica, continuam por ser

dimensionados e/ou melhor estudados.
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Objetivo Geral

Avaliar as atividades da isoflavona em ratas prenhes e sua possivel
repercussdo sobre o desenvolvimento dos conceptos, bem como sobre parametros

reprodutivos.

Objetivos Especificos

1. Realizar um screening utilizando a isoflavona em ratos (fémeas) e
camundongos (machos e fémeas) pré-puberes para eleicao de dose com atividade

estrogénica a ser administrada em ratas prenhes;

2. Avaliar a atividade e toxicidade da isoflavona no desenvolvimento
da prenhez;
3. Analisar o desenvolvimento e parametros reprodutivos dos

descendentes machos e fémeas expostos a isoflavona, in utero, até a vida adulta.

14



WMaterial e ‘MWétadas

T - T —



Material e Métadas

1. Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar, machos e fémeas, e camundongos albinos
Swiss, machos e fémeas, provenientes do Biotério Central da USC de Bauru. Os
animais foram mantidos em salas apropriadas, com exaustdo e temperatura controlada
(25 °C + 2), obedecendo a um ciclo claro/escuro de 12 horas. E descrito que muitas
racdes normalmente empregadas para criagdo ¢ manutengdo de animais em biotério
apresentam residuos de isoflavonas na sua composi¢ao (DIEL et al., 2001). Os animais
do presente estudo receberam, a vontade, agua filtrada e ragdo comercial que nao
apresentava em sua composicdo nenhuma substancia que contivesse soja ou seus

derivados.

2. Drogas e reagentes

- Extrato seco de isoflavona ( Galena Quimica e Farmacéutica Ltda ) *
- 17 B-Benzoato de Estradiol (Sigma, Co., USA)

- Cloridrato de ketamina (Dopalen, Laboratorio Vetbrands)

- Dimetilsulfoxido (DMSO) — Laboratério Merck S. A

- Propilenoglicol - Laboratério Merck S. A

* Especificagdo: laudo anexo.

Estrutura Quimica — principais isoflavonas da soja (MESSINA, 1999)

Daidzeina

Genisteina

Gliciteina
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Material e Métadas

3. Determinacio da dose de isoflavona com atividade estrogénica

3.1 Teste uterotrofico - Screening para verificar possivel atividade
estrogénica de diferentes concentragdes de extrato seco de isoflavona, de acordo

com Andrade ef al. (2002).

O teste uterotrofico ¢ utilizado na triagem de substancias com atividade
estrogénica, recomendado pelo Comité Consultivo de Testes e Triagem de
Substancias Desreguladoras Endocrinas da Agéncia de Protegdo Ambiental dos
Estados Unidos. O aumento na massa do utero ¢ considerado a melhor variavel
indicativa de estrogenicidade in vivo quando medido em ratas ovarectomizadas
ou imaturas apos trés dias de tratamento (EDSTAC, 1998). O teste uterotrofico
permitiu entdo avaliar o provavel potencial estrogénico do extrato seco de

1soflavona.

Aos 21 a 22 dias de idade, ratas fémeas provenientes de diferentes maes
foram separadas randomicamente para o teste uterotroéfico. Os animais receberam
por via oral (gavage) 0,15 ml de veiculo (DMSO + propilenoglicol) ou a droga
(benzoato de estradiol ou isoflavona) contida em 0,15 ml de veiculo, por trés dias
consecutivos (21° ou 22° ao 24° ou 25° dias pds-natal, respectivamente). Um total
de 49 ratas, 7 ratas para cada grupo experimental, recebeu a droga ou veiculo por

via oral, conforme segue:

- Controle Negativo (DMSO + propilenoglicol v/v, durante 3 dias

consecutivos);

- Controle Positivo (Benzoato de Estradiol, 0,4mg/Kg/dia, durante 3

dias consecutivos);

- Extrato de isoflavona 3,3 mg/Kg/dia; 10,0 mg/Kg/dia; 33,3 mg/Kg/dia;
100 mg/Kg/dia ou 300mg/Kg/dia durante 3 dias consecutivos.

17
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NOTA: Introdugdo de sonda no trato digestivo para tratamento via oral.

No 24° ou 25° dia de vida pos-natal, depois de pesadas, as ratas dos
diferentes grupos experimentais foram mortas por overdose de cloridrato de
ketamina. Apds laparotomia exploratoria, o utero foi identificado e retirado,
mediante seccdo logo acima com da juncdo com a cérvix e na jungdo dos cornos
uterinos com os ovarios. A seguir procedeu-se uma cuidadosa dissecacdo para a
retirada da gordura e vasos sanguineos adjacentes. Finalmente, o utero foi entdao
perfurado e colocado entre duas folhas de papel absorvente para a retirada do
liquido retido e entdo pdde ser medida sua massa. A massa do tutero foi reportada

percentualmente em relagdo a massa corporal (massa relativa).

3.2. Teste para determinacdo da atividade estrogénica em camundongos
machos e fémeas

Para a determinacdo da dose de isoflavona com atividade estrogénica, foi
avaliado o desenvolvimento de camundongos machos e fémeas, do 28° até o 58°
dia de idade, com livre acesso a dgua enriquecida com extrato seco de isoflavona

(3,3mg/100mL ou 100mg/100mL) de acordo com Oshima ez al.( 2003).

Foram utilizados camundongos, sendo 18 machos e 18 fémeas, com 3
semanas de idade, pesando de 10 a 12g. Apds o desmame, foram aclimatados
durante uma semana, 6/gaiola (machos ou fémeas) para posterior estudo a 4*

semana de idade, ocasido em que tiveram o peso corporal determinado para
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Material e Métadas

posterior comparagdo, apos 30 dias de tratamento. Ao final da aclimatagdo, o
grupo Controle, com 6 camundongos, recebeu, em bebedouro usual, veiculo
(d4gua + propilenoglicol + DMSO). Os grupos testes, com 6 camundongos
receberam em bebedouro usual, dgua enriquecida com 3,3mg ou 100mg de
isoflavona/100mL (Isoflavona solubilizada em propilenoglicol + DMSO), por 30

dias. Igual procedimento foi realizado com as fémeas

Ao final do tratamento, portanto aos 58 dias de idade, os animais dos
diferentes grupos experimentais foram pesados e mortos por overdose de
cloridrato de ketamina para identificagdo, isolamento, retirada e determinagao do

peso umido dos 6rgdos acessorios da reproducao.

Para os machos foram determinados os pesos umidos dos testiculos,
vesicula seminal e ducto deferente. Para as fémeas foram determinados os pesos

umidos dos ovarios e utero.

Delineamento Experimental

FEMEAS Peso

| ACLIMATIZACAO |

/N
\

[ I I
1° 21° 28° 58°
A \ )

MACHOS Peso
NASCIMENTO Testiculo Vesicula Ducto
TRATAMENTO Seminal Deferente

4. Tratamento das ratas prenhes com extrato de isoflavona

Para a obtengdo dos grupos experimentais, foram colocadas para acasalar,
em gaiolas coletivas, no final da tarde, duas ratas fémeas adultas nuliparas e
ciclando normalmente (massa média 220g) com um rato macho adulto,

comprovadamente fértil. Na manha seguinte, o macho foi retirado da gaiola das
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fémeas e entdo foram coletadas cé€lulas da mucosa vaginal, com o auxilio de
algodao autoclavado, aderido a uma haste flexivel, previamente embebido em
soluc¢do fisiologica (NaCl 0,9%). Quando da coleta do material vaginal tomou-se
o devido cuidado de ndo estimular o cérvix, evitando assim a indugdo de pseudo-

prenhez.

Os fatores indicativos da prenhez foram: presenca de espermatozoides e a
determinacdo da fase de estro do ciclo estral (fase estrogénica maxima, onde se
encontram apenas células queratinizadas). Este foi considerado o 1° dia de
gestacdo. As fémeas prenhes foram, entdo, identificadas e divididas
randomicamente em trés grupos experimentais, tendo seu peso corporal

acompanhado até o 22° dia de prenhez.

Os acasalamentos foram repetidos diariamente até a obtengdo de numero
suficiente de progenitoras para a realizacdo dos experimentos. As ratas prenhes
foram mantidas em caixas coletivas, de polipropileno (414 x 344 x 168 mm),
sendo quatro por caixa, até o 18° dia de gestagdo (GD18), ocasido em que foram

mantidas individualmente.

Lamina com Espermatozoides

NOTA: Espermatozoéides de rato obtidos do esfregaco vaginal apos casalamento. Exame a
fresco - aumento de 200x em microscopia optica.
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4.1 Grupos experimentais
4.1.1 Grupo controle

Ratas prenhes receberam manipulagdo semelhante ao grupo tratado com
isoflavona, sendo administrado, porém apenas o veiculo, por gavage. Igual
numero de ratas prenhes recebeu apenas a simulacdo da gavage (a canula foi
introduzida via intragéstrica, com auséncia de veiculo ou droga). Considerando
que todos os resultados obtidos nestes dois grupos ndo apresentaram diferenca

significante, eles foram agrupados e formaram o grupo Controle.

4.1.2 Grupos Isoflavona (10mg/Kg e 100 mg/Kg)

Filhotes de ratas prenhes que receberam oralmente, por gavage, uma vez

ao dia do GD6 ao GD21 10mg/Kg ou 100mg/Kg de isoflavona.

Delineamento Experimental

LAPAROTOMIA ——  ANALISE

v\

CORNOS UTERINOS OVARIOS

NASCIMENTO - parto |

GDI GD6
. GD1 ﬁDz DESENVOLVIMENTO DOS
DESCENDENTES / INSTALACAO DA
V PITREFRNDANDFE
TRATAMENTO /\
E
EVOLUCAO DA MACHOS FEMEAS
PRENHEZ

GD: dia gestacional
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5. Evolucio da prenhez e parametros determinados

O tratamento das progenitoras teve inicio no sexto dia da gestacao (GD 6)
e seguiu até o 21° dia de gestacdo. Procurou-se evitar assim efeito da isoflavona
sobre a implantagdo do ovo no utero (perda pré-implantacdo), que em ratos

acontece cinco a seis dias apos a fecundagdo (BERNARDI et al., 2002).

Utero de rata prenhe

Entre o 19° e 20° dia de prenhez, 20 ratas/grupo foram mortas por
overdose de cloridrato de ketamina, seguida de secdo dos grandes vasos
cervicais. A seguir foram laparotomizadas para andlise dos ovarios e cornos
uterinos. Foi, entdo, estabelecido o niumero de implantagdes (fetos vivos, fetos
em lise e sitios de reabsor¢do). Quando necessario foi realizada a técnica de
coloracdo dos cornos uterinos com o reativo de Salewsky, uma preparacao de
sulfeto de amonia a 10% (SALEWSKY, 1964) que permitiu a visualizacdo de

reabsor¢des ocorridas em estagios iniciais de implantacao.
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Implantes Uterinos

Pontos de
Implantal(;élo\<

Corpo Uterino

Cérvix

NOTA: Uteros com pontos de implantagio fetal

Analise dos Ovarios e Corpos Luteos

NOTA: Os ovarios foram retirados ¢ analisados entre o 19° ¢ 20° dias de gestagdo e seus corpos
luteos contados.

Os ovarios foram isolados e os corpos luteos separados e contados. A
partir da contagem das implantagdes e dos corpos lateos, foram obtidos os

seguintes parametros:

Taxa de perda pré-implantacdo — n° de corpos Iiteos - n° de implantacdes X 100
n° de corpos liteos

Taxa de perda pés-implantacdo — n° de implantacdes - n° de fetos vivos X 100
n° de implantagdes
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Rata Prenhe

NOTA: Observacdo do utero gravidico de rata, através da laparotomia exploratoria.

As demais ratas prenhes tiveram a evolu¢do normal da prenhez e tiveram
seus filhotes por parto normal. O dia do parto foi designado como primeiro dia
pos-natal (PND 1). As fémeas que estavam parindo no momento da
administragdo da ultima dose do tratamento, ndo o receberam. Apds o
nascimento da ninhada foi realizada a determinacdo do sexo e padronizacao das
ninhadas para oito, quatro machos e quatro fémeas, sempre que possivel. A
determinacdo do sexo dos filhotes foi feita através da observac¢do visual da

distancia ano-genital, maior para os machos.

A razdo sexo foi entdo determinada, levando-se em consideracdo a

seguinte formula:

razdo sexo = n° de filhotes machos/ n° de filhotes fémeas.

A massa corporal de cada progenitora foi registrada a cada 4 dias, desde o
inicio da gestagdo (GD1) até o fim da lactacdo (PND 21). Foi também avaliada a
duracdo da prenhez e a manifestagdo de algum sinal de toxicidade (diarréia,
piloerecdo, tremores, salivacao, convulsdes, etc). Para obteng¢do de dados da

prenhez, foram registrados: o numero de filhotes nascidos (tamanho da ninhada),
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a propor¢ao de filhotes nascidos vivos (indice de nascimento), a sobrevivéncia
durante a lactacao (indice de viabilidade e desmame e a proporcao entre machos
e fémeas (razdo sexo). No dia do desmame (22° dia poés-natal) as progenitoras
foram mortas por anestesia com éter. As progenitoras que nao pariram até o 23°
dia de gestagao foram sacrificadas para avaliagdo do Utero quanto a presenca de

implantes uterinos.

Anestesia

NOTA: Rata sendo anestesiada via intraperitonial.

Durante a lactagao, a massa corporal de cada filhote foi registrada nos dias
1, 7, 14 e 21 pods-natal.Todos os filhotes foram examinados diariamente para
registrar as variaveis de desenvolvimento geral; dia para deslocamento bilateral
das orelhas, surgimento de pélos e abertura bilateral dos olhos. A partir do 14°
dia pds-natal, os descendentes masculinos foram examinados para registro da
descida bilateral dos testiculos, que foi avaliada através da palpacdo diaria da

bolsa escrotal.

Por ocasidao do desmame (PND22) os filhotes de cada ninhada foram
separados conforme o sexo e identificados para a determinacdo da idade por

ocasido da instalacdo da puberdade.
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Amamentac¢ao

NOTA: Rata em periodo de amamentagao.

A partir do 40° dia de vida pds-natal os descendentes machos foram
examinados diariamente até se verificar a completa separagdo prepucial,

indicativa de instalacao da puberdade, ocasido em que os animais foram pesados.

A partir do 30° dia de vida pos-natal as descendentes fémeas foram
observadas quanto a abertura vaginal, que foi considerada quando o 6stio vaginal
encontrou-se completamente aberto, indicativo de instalacdo da puberdade,

ocasido em que os animais foram pesados.

6. Estudo do ciclo estral

O ciclo estral foi acompanhado a partir do 70° de vida pds-natal de cada
rata. Foram coletadas células da mucosa vaginal com auxilio de algodao
autoclavado, aderido a uma haste flexivel, previamente embebido em solugdo
fisiologica (NaCl 0,9%), durante 15 dias consecutivos (sempre no mesmo
horério). As laminas foram observadas ao microscopio Optico “Zeiss” (aumento
10/0,25x6,3). Na coleta do material (células da mucosa vaginal) cuidou-se para
ndo estimular o cérvix, evitando assim, a indu¢do de uma possivel pseudo-

prenhez.
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Citologia Vaginal

NOTA: Utilizacao de haste flexivel com cabec¢a de algodao umedecida com solugdo fisiologica
para coleta das células do epitélio vaginal.

Lamina Leitura

NOTA: Apos a coleta, o material vaginal coletado foi espalhado na ldmina e analisado. Exame a
fresco - aumento de 40x em microscopia ética.
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Fases do Ciclo Estral de Rata

A
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A — Diestro, B — Proestro, C — Estro, D — Metaestro.

NOTA: Determinacdo do ciclo estral de ratas através dos tipos celulares observados a fresco,
em microscopia 6tica, aumento de 200x, a partir do esfregago vaginal.

O ciclo reprodutivo das ratas utilizadas neste estudo, denominado de ciclo
estral, pode durar de 4 a 5 dias, sendo constituido de quatro fases: proestro, estro,
metaestro e diestro (FREEMAN, 1988). Como a citologia vaginal sofre
modificacdes em conseqliéncia das variagdes ciclicas na secrecao dos esteroides
sexuais, a identificacdo dos tipos celulares que constituem o epitélio vaginal ¢é
utilizada para a identificagdo das fases do ciclo reprodutivo (HOAR &

HICKMAN, 1975).

Durante os 15 dias consecutivos de observagao foi possivel obter-se trés
ciclos completos. Os parametros avaliados no estudo foram: duragdo e evolugao

do ciclo estral, bem como o nimero de periodos de estro em 15 dias.
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7. Analise Estatistica

Quando o conjunto de dados, para a comparagdo dos resultados de trés
grupos experimentais atendia aos requisitos para a aplicacdo da estatistica
paramétrica, utilizou-se a analise de varidncia paramétrica (ANOVA), seguida do
teste a posteriori de Tukey-Kramer. Quando se fez necessaria aplicacdo de
estatistica nao-paramétrica, a comparagdo entre os grupos foi realizada através do
teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Foram consideradas significativas
as diferencas associadas a probabilidade p<0,05. O tratamento estatistico dos
dados foi operacionalizado pelo programa INSTAT 3.0 (Graphpad Software-
1998).
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1. Determinacio da dose de isoflavona com atividade estrogénica
1.1 Teste uterotrofico

A administracdo de isoflavona nas concentragdes avaliadas induziu o
crescimento do utero de ratas imaturas expostas, por trés dias consecutivos,
somente com as doses de 10mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg (Tabela 1 e
Figura 1).

Tabelal. Desenvolvimento corporal de ratas pré-puberes ao longo do tratamento

Desenvolvimento Corporal e do Utero durante o tratamento

Ratas pré-puberes

Grupos

Controle Controle  Isoflavona Isoflavona Isoflavona Isoflavona Isoflavona
Benzoato  3,3mg/Kg 10,0mg/K  33,3mg/K  100,0mg/  300,0mg/Kg

. Estradiol g g Kg
Parametros (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Peso
Corporal 54,20 % 56,60 = 52,71+ 53,11+ 53,20+ 836 55 9641,89
Inicial 1,58 1,81 1,59 1,11 1,34 1,90 A
(2) A A A A A A
Peso
Corporal 61,86 + 66,68 + 59,15 + 62,16 + 63,23 + 69,41 +
Final 1,17 2,34 1,79 1,90 2,40 1,91 65,92 Ai 2,53
) A A A A A A
Peso Umido 5933, 79,60 + 30,81 + 36,17 £ 31,94 + 3459+ 34391309
Utero 1,37 4,81 1,48 0,65 3,33 0,82 g7
(mg) A C A B A B
Peso Relativo
Utero 0,05+0  0,12+0,01 0,050 0,070 0,070 0,070 0,07£0
(%) A C A B A B B

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 7 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal, p<0,01
pelo teste Tukey Kramer.

31



Teste Uterotroéfico - Ratas
@ Grupo Controle
B B Grupo - Benzoato de Estradiol
0,12 B Grupo Isoflavona 3,3mg/kg
c (o] (o]
0,08 A A T A T ¥ Grupo Isoflavona 10mglkg
1 T ¥
il
0,04 ﬂ E Grupo Isoflavona 33,3mglkg
0.00 g & Grupo Isoflavona 100,0mg/kg
3
Pesq Relativo B Grupo Isoflavona 300,0mg/kg
Utero

Figura 1. Teste uterotréfico em ratas com 21 dias dos grupos: Controle (0,05 +
0), Benzoato de Estradiol (0,12 £+ 0,01), Isoflavona 3,3mg/Kg (0,05 +
0), Isoflavona 10mg/Kg (0,07 £ 0), Isoflavona 33,3mg/Kg (0,07 £+ 0),
Isoflavona 100mg/Kg (0,07 = 0) e Isoflavona 300mg/Kg (0,07 £ 0).
p<0,01 pelo teste Tukey Kramer

1.2. Determinacéo de atividade estrogénica em camundongos machos
1.2.1. Desenvolvimento de camundongos machos

Os camundongos machos que receberam agua enriquecida com 3,3mg de
isoflavona/100mL, durante 30 dias, apresentaram ganho de massa corporal
significativamente menor, em relagdo aos camundongos machos que receberam

agua enriquecida com 100mg de isoflavona/100mL (Tabela 2).

Tabela 2. Ganho de massa corporal (g) de camundongos machos apds 30 dias de
tratamento com isoflavona.

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 3,3mg/100mL 100mg/100mL
(n=6) (n=6) (n=6)
Ganho de
Peso 16,00 + 1,37 12,83 +£ 1,13 17,70 £ 1,27
corporal A A AB
(2)

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 6 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,05 pelo teste Tukey-Kramer.
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1.2.2. Peso umido dos testiculos, epididimo, ducto deferente e
vesicula seminal de camundongos machos

Pela analise da Tabela 3 pode-se observar que houve aumento significativo do
peso umido dos testiculos dos camundongos machos submetidos a ingestdo de agua
enriquecida com 3,3mg de isoflavona/100mL quando comparados aos grupos Controle
e Isoflavona 100mg/100mL. Notou-se também aumento significativo do peso umido do
epididimo dos camundongos submetidos a ingestdo de dgua enriquecida com 3,3mg e
100mg de Isoflavona/100mL quando comparados ao grupo controle. Todavia, os pesos
umidos do ducto deferente e vesicula seminal, dos animais submetidos a ingestdo de
agua enriquecida com isoflavona, ndo foram significativamente diferente do grupo

Controle (Tabela 3).

Tabela 3. Peso imido dos Orgdos e Glandulas Sexuais

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 3,3mg/100mL 100mg/100mL
(n=6) (n=6) (n=6)
Peso Umido
Testiculo 93,08 £5,17 106,68 + 4,80 99,25 + 0,72
(mg) A B A
Peso Umido
Epididimo 30,52 £ 1,51 36,20+ 1,15 38,15+ 0,31
(mg) * ’ ?
Peso Umido
Ducto 11,97 0,58 13,65 + 1,74 11,52+ 0,67
Deferente A A A
(mg)
Peso Umido
Ves. Seminal 36,93 + 3,44 39,83 +4,79 32,33 £2,19
(mg) A A A

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 6 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,01 pelo teste Tukey-Kramer.
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1.3 Determinacao de atividade estrogénica em camundongos fémeas
1.3.1. Desenvolvimento de camundongos fémeas

Os camundongos fémeas que receberam agua enriquecida com 3,3mg de
isoflavona/100mL, durante 30 dias, apresentaram massa corporal
significativamente menor em relagdo aos camundongos fémeas que receberam

veiculo (Tabela 4 ).

Tabela 4. Ganho de massa corporal (g) de camundongos fémeas apds 30 dias de
tratamento com isoflavona.

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 3,3mg/100mL 100mg/100mL
(n=6) (n=6) (n=6)
Ganho de
Peso 16,77 + 1,12 7,60+ 1,55 13,50 +£ 2,40
corporal A B AB
(2)

Valores expressos em média + erro padrao da média de 6 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,01, pelo teste Tukey-Kramer.

1.3.2 Peso umido e relativo do utero e ovario de camundongos fémeas.

Verificou-se aumento significativo dos pesos umidos absolutos e relativos do
utero em camundongos fémeas submetidos a ingestao de agua enriquecida com 100mg
de isoflavona/100mL quando comparado aos grupos Isoflavona 3,3mg/100mL e
Controle. Todavia,os pesos imidos absolutos e relativos dos ovarios dos camundongos
fémeas submetidos a ingestdo de 4gua enriquecida com 3,3mg e 100mg de
isoflavona/100mL  ndo foram significativamente diferente do grupo Controle.

(Tabela 5).
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Tabela 5. Peso umido e relativo do utero e ovario.

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 3,3mg/100mL 100mg/100mL
(n=6) (n=6) (n=6)
Ppso Umido
Utero (mg) 82,92 £ 16,15 86,48 + 6,27 132,83 £3,15
A A B
Pe§0 Relativo
Utero (%) 0,24 £ 0,05 0,29+ 0,01 0,38 + 0,03
A A B
Peso Umido
Ovario (mg) 15,50+ 1,98 13,92+ 1,96 16,76 £ 1,5
A A A
Peso Relativo
Ovario (%) 0,04 £ 0,01 0,04 + 0,00 0,05+0,01
A A A

Valores expressos em média + erro padrao da média de 6 animais/grupo.
Letras maitsculas diferentes indicam diferenga significativa entre os valores na horizontal, p<
0,05, pelo teste Tukey-Kramer.

2. Parametros maternos determinados a partir do emprego das doses eleitas
de Isoflavona, com atividade estrogénica (10mg/Kg e 100mg/Kg)

2.1 Evolucao da prenhez

A administragdo de Isoflavona a ratas prenhes nas doses de 10mg/Kg e
100mg/Kg nao afetou significativamente o ganho de massa corporal das
progenitoras do 6° dia ao 16° dia do periodo gestacional quando comparado ao
grupo controle. No 18° dia notou-se diminui¢do significativa no ganho de massa
corporal das ratas gestantes que receberam isoflavona na dose 100mg/Kg quando
comparado com o grupo Isoflavona 10mg/Kg (Tabela 6). Os indicativos de
toxicidade materna (diarréia, piloerecdo, tremores, salivacao, convulsdes,etc) nao

foram evidenciados.
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Tabela 6. Massa Corporal (g) das Progenitoras durante a Gestacao

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 10 mg/Kg 100 mg/Kg
(n=30) (n=30) (n=30)

Massa
Corporal 221,95+ 5,26 226,01 £2,96 225,46 + 4,60
1° dia A A A
(®
Massa
Corporal 229,68 + 4,62 229,74+ 3,10 228,86 + 4,51
4° dia A A A
(®
Massa
Corporal 236,93 +4,22 238,86 + 3,01 228,68 + 3,47
8° dia A A A
(8
Massa
Corporal 247,36 + 3,89 255,69 + 2,94 242,11 £5,12
12° dia A A A
(®
Massa
Corporal 255,85+ 3,85 269,21 + 3,30 256,04 £ 5,92
16° dia A A A
(g
Massa
Corporal 260,37 £4,03 272,70 £2,92 253,42 +£ 5,66
18° dia AB A B
(2

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 30 animais/grupo.
Letras maitsculas diferentes indicam diferenga significativa entre os valores na horizontal, p<
0,05, pelo teste Tukey-Kramer.

2.2 Duracao da prenhez

A administragdo de isoflavona, nas doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg
reduziram significativamente a duragdo da prenhez, quando comparado ao grupo

controle (Tabela 7). O nascimento dos filhotes ocorreu por parto normal.
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Tabela 7. Duracao Gestacional

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Tempo 10 mg/Kg 100 mg/Kg
Gestacional (=10) (n=10) (n=10)
Dias 21,30 £ 0,15 19,50 £ 0,16 20,40 £ 0,16
A B B

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 10 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,01, pelo Tukey-Kramer.

2.3. Laparotomia exploratoria (parametros gestacionais)

As ratas prenhes expostas a isoflavona na dose de 100mg/Kg, apods
laparotomia exploratoria, apresentaram menor niimero de corpos lateos quando
comparadas as ratas expostas a isoflavona na dose de 10mg/Kg e as ratas
expostas ao veiculo. As ratas prenhes expostas a isoflavona nas doses de
10mg/Kg e 100mg/Kg apresentaram menor numero de fetos vivos quando
comparadas ao grupo controle. O nimero de fetos em lise apresentou-se maior
em ratas expostas a isoflavona na dose de 100mg/Kg quando comparadas aos
demais grupos. As ratas prenhes expostas a esta dose também apresentaram
maior nimero de sitios de reabsor¢do ¢ menor numero de sitios implantados
quando comparadas as ratas que receberam isoflavona na dose de 10mg/Kg e as

ratas expostas ao veiculo (Tabela 8).
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Tabela 8. Parametros Gestacionais

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 10mg/Kg 100mg/Kg
(n=20) (n=20) (n=20)

Corpos 10,35+ 0,15 10,10+ 0,12 9,60 + 0,29
Luteos A A B

. 10,00 £ 0,13 7,70 £ 0,48 5,25 +1,05
Fetos Vivos A B B
+ + +

Fetos Lise 0,05 £ 0,05 1,85 £ 0,46 3,15 : 0,88
+ + +

Sitios Reabs. 0,35 : 0,15 0,25 £ 0,12 0,45 : 0,23

Sitios 10,00+ 0,12 7,00 +£ 0,71 4,80+ 1,16
Implant. A e B

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 20 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,05, pelo teste Tukey-Kramer.

2.4 Perdas pré- e pos-implantacio em ratas

As ratas submetidas ao tratamento com isoflavona nas doses 10mg/Kg e
100mg/Kg apresentaram taxas de perdas pré-implantacdo, significativamente
maiores quando comparado ao grupo Controle. O grupo Isoflavona 100mg/Kg
apresentou também maior taxa de perda pré-implantagdo quando comparado
ao grupo Isoflavona 10mg/Kg. Quanto as perdas pos-implantagdo observou-se
aumento significativo no grupo 100mg/Kg em relagdo aos grupos Controle e

Isoflavona10mg/Kg (Tabela 9).
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Tabela 9. Taxas de Perdas Pré- e Pos-Implantagao (%)

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 10mg/Kg 100mg/Kg
(n=20) (n=20) (n=20)
Pré-implant. 3,24% 1,02 30,84Bi 7,0 54,41 % 10,98
Pés-implant. 0,00 f 0,00 0,00 f 0,00 2,45 § 0,97

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 20 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,05, Kruskal Wallis — Dunn.

3. Avaliacao dos descendentes machos e fémeas

As ratas pertencentes ao grupo Controle (10/grupo) pariram um total de
102 filhotes, sendo 52 machos e 50 fémeas, enquanto aquelas do grupo
Isoflavona 10 mg/Kg (10/grupo) pariram um total de 57 filhotes, sendo 28
machos e 29 fémeas e as do grupo Isoflavona 100mg/Kg (10/grupo) pariram um
total de 51 filhotes, sendo 25 machos ¢ 26 fémeas. Durante a lactagdo e apds o
desmame, nao ocorreu oObito de filhotes. Observa-se que as ratas do grupo
Controle pariram nimero de filhotes/ninhada significativamente maior quando
comparadas aos grupos Isoflavona 10mg/Kg e 100mg/Kg, p<0,001, teste Tukey -

Kramer.

Em relagdo aos dados da razdo sexo ndo houve diferenga significativa

entre os grupos, p>0,05 (ANOVA).

3.1. Parametros determinados em machos

3.1.1. Peso corporal pés-natal

No primeiro dia de vida pds-natal os filhotes machos do grupo Isoflavona
10mg/Kg apresentaram peso corporal significantemente maior, quando

comparado aos grupos Controle e Isoflavona 100mg/Kg. Neste mesmo periodo
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os filhotes machos do grupo Isoflavona 100mg/Kg apresentaram menor peso
corporal inicial, com diferenga significante, quando comparados aos grupos
Controle e Isoflavona 10mg/Kg. Aos 7 dias de vida pos-natal, os filhotes machos
cujas maes receberam isoflavona, na dose de 10mg/Kg apresentaram massa
corporal significativamente maior quando comparados aos grupos Controle e
100mg/Kg, enquanto os grupos que receberam isoflavona na dose de 100mg/Kg
ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle. Nos 14° e
21° dia pods-natal observou-se menor ganho na massa corporal dos ratos
pertencentes aos grupos 10mg/Kg e 100mg/Kg comparados ao grupo controle

(Tabela 10).

Tabela 10. Desenvolvimento corporal pds-natal (peso em g) dos filhotes machos,
do nascimento ao 21° dia de vida

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 10mg/Kg 100mg/Kg
(n=20) (n=20) (n=20)
1° dia
, 6,74 +£ 0,15 7,84+ 0,10 6,33 + 0,09
poOs natal A B c
(2)
7" dia 11,80 + 0,43 14,47 + 0,31 11,50 + 0,07
pos natal A B A
(8)
1,4 dia 24,89 + 0,45 20,39+ 0,35 20,06 0,14
poOs natal A B B
(8)
21% dia 60,03 + 1,19 37,00 + 0,50 38,90 0,73
pos natal A B B
(2

Valores expressos em média + erro padrao da média (n=20 animais/grupo).
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,05, pelo teste Tukey Kramer.
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3.1.2. Idade por ocasido do surgimento de pélos, abertura dos olhos,
descolamento de orelhas, descida testicular e separacio
prepucial

Os filhotes machos submetidos a Isoflavona 10mg/Kg apresentaram
surgimento de pélos mais precoce quando comparados aos grupos Isoflavonal00
mg/Kg e Controle. Os tempos médios para abertura dos olhos mostraram-se
maiores para os filhotes machos que receberam isoflavona nas doses 10mg/Kg e
100mg/Kg, comparados ao grupo Controle. O descolamento das orelhas e a
descida testicular apresentaram menor tempo médio aos filhotes expostos a
isoflavona nas doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg comparados ao controle. Os
filhotes machos que receberam isoflavona na dose 10mg/Kg apresentaram menor
tempo médio na separacao prepucial quando comparados aos grupos Isoflavona

100 mg/Kg e Controle (Tabela 11).

Tabela 11. Idade (dias) por ocasido do surgimento de pélos, abertura dos olhos,
descolamento de orelhas, descida testicular e separagdo prepucial

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 10mg/Kg 100mg/Kg
(dias) (n=20) (n=20) (n=20)
Surgimento 8,30+ 0,16 7,35+0,11 8,20 £ 0,09
Pélos A B A
Abertura 14,20 +£ 0,15 14,45+ 0,11 15,10+ 0,07
Olhos A B B
Descolamento 8,70+ 0,10 7,40+ 0,11 7,65+0,11
Orelhas e 12 LE4C
Descida 20,20 + 0,44 17,75+ 0,16 18,40 + 0,15
Testicular A B B
Separacio 37,50+ 0,11 36,60 £ 0,15 37,00 £ 0,16
Prepucial A 5 .

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 20 animais/grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,01, teste Kruskal Wallis - Dunn.
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3.2. Parametros determinados em fémeas

3.2.1. Peso corporal

No primeiro dia de vida pos-natal, os filhotes fémeas do grupo Controle
apresentaram massa corporal significativamente menor quando comparados aos
filhotes dos grupos Isoflavona 10mg/Kg ¢ 100mg/Kg. Aos 7 dias de idade os 3
grupos experimentais apresentaram massas corporais semelhantes. Aos 14 dias
de vida pos-natal, os filhotes fémeas do grupo Isoflavona 100mg/Kg
apresentaram significativamente, menor ganho de massa corporal quando
comparados ao grupo Controle. No 21° dia de vida pds-natal, os filhotes fémeas
do grupo 100mg/Kg, apresentaram significativamente, menor ganho de massa
corporal, quando comparados aos grupos Controle e Isoflavona 10mg/Kg. Os
filhotes fémeas do grupo Isoflavona 10mg/Kg também apresentaram
significativamente, menor ganho de massa corporal quando comparados ao grupo

Controle (Tabela 12).
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Tabela 12. Desenvolvimento corporal pds-natal (peso em g) dos filhotes fémeas,

do nascimento ao 21° dia de vida

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 10mg/Kg 100mg/Kg
(n=27) (n=22) (n=29)
! 41Ey 6,77 £0,11 7,48 £0,08 7,18 £ 0,07
poOs natal A B AB
(g).
,7 dia 11,44 £0,26 11,19+ 0,25 11,77 £ 0,37
poOs natal A A A
(g).
Pl 21,96 + 0,44 20,77 + 0,34 19,55 + 0,45
pos natal A AB B
(g).
21° dia 42,57 £ 1,05 37,31+ 0,30 33,43+ 0,94
poOs natal A B ¢
(€9)

Valores expressos em média + erro padrao da média.

Os nuimeros entre parénteses indicam a quantidade de animais avaliados em cada grupo.

Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,05, pelo teste Tukey-Kramer.

3.2.2. Idade (dias) por ocasiio do surgimento de
pélos, abertura dos olhos, descolamento de
orelhas e abertura do canal vaginal

Os filhotes fémeas do grupo Isoflavona 100mg/Kg
apresentaram o surgimento de pélos significativamente mais precoce, quando
comparados ao grupo Controle. Os tempos médios para abertura dos olhos
mostraram-se significativamente maiores para os filhotes fémeas do grupo
Isoflavona 10mg/Kg e 100mg/Kg quando comparados ao grupo Controle. Os
tempos médios para o descolamento das orelhas apresentaram-se
significativamente menores para os filhotes fémeas dos grupos Isoflavona
10mg/Kg e 100mg/Kg quando comparados ao grupo Controle. Os filhotes

fémeas do grupo Isoflavona 10mg/Kg apresentaram tempo médio na abertura do
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canal vaginal significativamente menor quando comparados ao grupo Controle

(Tabela 13).

Tabela 13. Idade por ocasido do surgimento de pélos, abertura dos olhos,
descolamento de orelhas, abertura vaginal

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
Parametros 10mg/Kg 100mg/Kg
(dias) (n=27) (n=22) (n=29)
Surgimento 8,29+0,11 8,00+ 0,20 7,68 £0,19
Pélos A 4B B
Abertura 14,29+ 0,13 15,50+ 0,17 15,55+0,15
Olhos A B B
Descolamento 8,55+ 0,09 7,59+ 0,12 7,58 £0,13
Orelhas A B B
Abertura 38,29 + 0,13 37,59 +0,14 37,93 £0,16
Vaginal A b AP

Valores expressos em média = erro padrao da média.

Os numeros entre parénteses representam o numero de filhotes fémeas avaliados em cada grupo.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,01, pelo teste Kruskal Wallis - Dunn.

3.2.3. Ciclo estral

Na tabela 14 encontram-se os dados referentes a avaliagao do ciclo estral
acompanhado por 15 dias consecutivos de ratas dos grupos Controle, Isoflavona
10mg/Kg e Isoflavona 100mg/Kg. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos quanto ao numero de estros observados neste periodo, porém houve um
aumento significativo em sua duracao (em 3 ciclos completos) nas ratas do grupo

Isoflavona 10mg/Kg quando comparadas as ratas do grupo Controle.
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Tabela 14. Avalia¢do do ciclo estral de ratas dos grupos Controle, Isoflavona
10mg/Kg, Isoflavona 100mg/Kg.

Grupos
Controle Isoflavona Isoflavona
10mg/Kg 100mg/Kg
Numero de 3,53+0,13 3,33+0,15 3,40+ 0,21
estros/15 dias A A A
Duraciao do 24,40 £ 0,40 26,80 +£0,93 25,33 +0,72
estro (h) @ A B AB

Valores expressos em média + erro padrdo da média de 15 animais/grupo.

@ média de duragdo do estro, em horas, em 3 ciclos consecutivos.

Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os valores na horizontal,
p<0,01, pelo teste Tukey-Kramer.
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(scussao

Com o aumento da expectativa de vida das mulheres e, a0 mesmo tempo,
com o crescimento dos fatores que agravam doengas cronicas, como fumo,
estresse, vida sedentaria e habito alimentar rico em gordura entre outros, a terapia
de reposicao hormonal nas mulheres na pds-menopausa tem sido cada vez mais
indicada. A isoflavona poderia ser uma alternativa terapéutica neste periodo de
vida da mulher.Considerando que a soja e seus derivados (ricos em isoflavona)
vém sendo aos poucos utilizados na dieta de parte da populacao, onde todos os
integrantes da familia adotam igualmente a dieta, pouco se sabe sobre a
implicagdo deste procedimento. A soja contém altas concentracdes de isoflavona,
particularmente de genisteina que apresenta afinidade com ambos receptores alfa
e beta (WUTTKE, 2006). O consumo diario de 45 a 100mg de isoflavona, que
equivale a 60-100g de soja, seria suficiente para se obter beneficios (BAIRD et
al., 1995; FUKUTAKE et al., 1996). Assim, diferentes estudos devem ser

conduzidos para caracterizar uma possivel toxicidade reprodutiva deste produto.

No teste uterotrofico efetuado no presente estudo observou-se que a
administragdo de diferentes doses de isoflavona foi capaz de aumentar o peso
umido do utero de ratas imaturas, com diferentes doses. A partir destes
resultados, foram eleitas as doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg como doses com
atividade estrogénica, as quais foram testadas nos demais pardmetros do estudo.
Vale ressaltar que no extrato concentrado de soja, a genisteina e a daidzeina sao
referidas como as isoflavonas que apresentam maior a¢ao estrogénica no utero de
ratas. Estudos experimentais em ratas mostraram que doses de genisteina, entre
50 e 100mg/Kg ao dia, sdo efetivas para estimular o crescimento dos cornos
uterinos e trofismo da citologia vaginal (SANTELL et al., 1997). Porém, a
administragdo da isoflavona na dose 150mg resultou no desenvolvimento de
hiperplasia endometrial (WUTTKE, 2006). Dos componentes das isoflavonas
que correspondem a mistura de substancias que tém diferentes afinidades pelos
receptores de estrogénio, a genisteina apresenta maior atividade estrogénica

(PIOVESAN et al, 2004). Foram relatadas anteriormente propriedades
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estrogénicas e antiestrogénicas dos fitoestrogénios que decorrem da sua interagao
com os receptores de estrogénios (SETCHELL et al, 1987, KONDO et al,
1990). Alguns trabalhos tém demonstrado também uma maior sensibilidade para
o efeito uterotroéfico em ratas imaturas, em relagdo as ovarectomizadas (ASHBY
et al., 1997, KANG et al., 2000). Deve ser ressaltado que o composto de
isoflavonas tem, além da genisteina, outras substidncias que por terem
semelhanca estrutural e funcional com os estrogénios, poderiam modular o
receptor de estrogénio (PIKE et al., 1991; MORITO et al., 2001). Acredita-se
que a acdo estimulatoria das isoflavonas deve-se a sua ag¢do no receptor de
estrogénio, principalmente pela ativacdo do receptor beta (TOTTA et al., 2005).
Apesar da atividade estrogénica em geral (WHITTEN et al., 1994; PATISAUL et
al., 1998; WHITTEN e PATISAUL, 2001) e as a¢des uterotroficas especificas da
isoflavona da soja (SONG et al.,, 1999; DIEL et al., 2000) estarem bem
estabelecidas, os efeitos das dietas de isoflavonas nas agdes uterotroficas de
estrogenos exodgenos nao estdo totalmente claros. Diversos estudos, em ratos,
procuraram determinar uma interagcdo significativa entre a dieta de isoflavona e
os agonistas estrogénicos na inducao a resposta uterotrofica (WHITTEN et al.,
1994; SANTELL et al., 1997), mas nenhum efeito foi encontrado (TANSEY et
al., 1998). Todavia, os dados do presente estudo mostraram que a administragao
de isoflavona pode induzir a resposta uterotrofica. Por outro lado, observou-se
resposta positiva com doses de 50 e 100mg/Kg por dia de genisteina, apesar de
nao se detectar aumento da expressao do c-fos, um dos marcadores da atividade
estrogénica. Contudo, no utero de ratas (DA/Han) castradas foi relatada
expressdao aumentada desse marcador (c-fos) com a dose de 100mg/Kg por dia
(DIEL et al., 2001). Makela et al. (1999) reportaram auséncia de atividade
uterotrofica da genisteina quando sua concentragao foi inferior a 2,5mg/Kg por
dia na alimentacdo de ratas castradas. J& Ishimi et al. (2000) observaram em
camundongos fémeas, que doses maiores que Smg/Kg por dia foram necessarias
para se obter efeitos uterotroficos. A isoflavona, na dose de 100mg/Kg foi

suficiente para aumentar significantemente o peso do utero em ratas castradas
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(MOSQUETE, 2004), dados estes semelhantes aqueles obtidos com as ratas pré-
puberes do presente estudo. Outro estudo mostrou também que, com dose de
300mg/Kg por dia, houve alteracdo significativa no peso uterino e modificagdes
morfologicas e morfométricas no miométrio de ratas (MOSQUETTE, 2006).
Todavia, no presente estudo, com a dose de 300mg/Kg obtivemos respostas
positivas, porém estas foram menores que aquelas obtidas com as doses de
10mg/Kg e de 100mg/Kg. Provavelmente, por termos utilizado uma substancia
natural composta por uma mistura de componentes, ndo tenhamos observado a
relagdo dose-efeito encontrada com substancias puras. Com a dose de 300mg/Kg
provavelmente tenhamos exposto, entdo, os animais a quantidades maiores de
outros principios ativos que poderiam agora prejudicar, ou mesmo comprometer
a atividade estrogénica em estudo. Os dados da literatura corroboram assim com

as doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg eleitas no presente estudo.

Sabe-se que a saude do tutero e dos ovarios ¢ fundamental para o adequado
funcionamento do sistema reprodutivo feminino, o qual pode ser avaliado pela
medida de suas massas. As alteragoes hormonais durante o ciclo sexual feminino
refletem em variagdes na massa uterina onde, em resposta ao estrogeno, o utero ¢
distendido e enche-se de fluido (U.S. EPA, 1996). Sendo assim, a massa uterina
pode ser utilizada em testes que busquem avaliar o potencial estrogénico de
diferentes agentes. Para os ovarios, alteracdo na massa pode estar associada a
deplegao de foliculos, presenca de cistos, inibi¢ao da formagao do corpo luteo ou
alteragdo na fun¢do do hipotdlamo ou hipofise (U.S. EPA, 1996). A massa dos
orgaos pode ser apresentada como dado absoluto ou em relacdo a massa corporal,
uma vez que a reducao na massa do 6rgao pode ou ndo estar relacionada com um
prejuizo no desenvolvimento ponderal do animal. No presente estudo, a
exposicdo de camundongos fémeas a dgua enriquecida com 100mg de
isoflavona/100mL proporcionou aumento do peso Umido do Utero quando
comparada aos grupos que receberam 4agua enriquecida com 3,3mg de

Isoflavona/100mL e Controle, tendo sido possivel identificar neste modelo o

49



(scussao

potencial estrogénico de 100mg de isoflavona solubilizado em 100mL de agua.
Adicionalmente, os camundongos fémeas expostos a dagua enriquecida com
3,3mg e 100mg de isoflavona/100mL, ndo apresentaram alteragdo no peso umido
dos ovarios quando comparados ao grupo Controle. Testes adicionais, como
receptividade sexual e capacidade de emprenhar, seriam necessarios para
caracterizar o impacto da isoflavona nas doses estudadas, sobre a fertilidade

futura.

Efeitos sobre as varidveis reprodutivas independentes de alteragdes na
massa corporal sdo suficientes para identificar um agente como potencialmente
capaz de oferecer risco ao sistema reprodutivo (ZENICK e CLEGG, 1989) em
ambos os sexos. No presente estudo, a ingestdo de dgua enriquecida com 3,3mg
1soflavona/100mL, durante 30 dias proporcionou aos camundongos machos um
menor ganho da massa corporal, quando comparados aos camundongos controle
que receberam veiculo e aos camundongos que receberam agua enriquecida com
100mg de isoflavona/100mL. Em relagdo aos camundongos fémeas observou-se
que aqueles que receberam agua enriquecida com 3,3mg de isoflavona/100mL,
durante 30 dias apresentaram também apresentaram um menor ganho na massa
corporal quando comparados com aqueles que receberam apenas o veiculo. Por
outro lado, Mosquette (2006) ndo obteve diferenca significativa entre os pesos
corporais utilizando aqui, ratas tratadas com isoflavonas nas doses de 10mg/Kg e

300mg/Kg, em comparac¢do aquelas tratadas com estrogénios na dose 200mg/Kg.

Em geral os efeitos adversos observados nos animais de laboratorio,
quando expostos a uma substancia quimica podem ocorrer também em seres
humanos, conferindo aos estudos com animais de laboratorio importante fonte de
dados toxicolégicos (LU, 1991b; DOURSON, 2002). Roedores e coelhos sdo os
animais mais adequados para estudos de toxicologia reprodutiva (AMANN,
1982). Assim, alteragdes na massa absoluta ou relativa de érgaos reprodutivos
provém claras evidéncias para classificar um agente como sendo potencialmente

prejudicial ao sistema reprodutivo (ZENICK e CLEGG, 1989). No presente
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estudo, foi possivel verificar o aumento significativo do peso tmido do
epididimo dos camundongos submetidos a dgua enriquecida com de 3,3mg e
100mg de isoflavona/100mL quando comparado ao grupo Controle. Observou-se
também que houve aumento significativo do peso umido dos testiculos dos
camundongos machos submetidos a ingestdo de dgua enriquecida com 3,3mg de
1soflavona/100mL quando comparados aos grupos Controle e Isoflavona
100mg/100mL. No entanto, os pesos umidos do ducto deferente e da vesicula
seminal, dos animais submetidos a ingestdo de isoflavona ndo foram diferentes
do grupo Controle. A massa dos testiculos apresenta pouca variacdo entre
animais da mesma espécie, sendo, portanto um marcador sensivel de injuria
gonadal (U.S. EPA, 1996). As massas das glandulas sexuais acessorias,
androgeno-dependentes podem refletir alguma interferéncia no sistema endocrino
e na funcao testicular (U.S. EPA, 1996). Sabe-se que durante o desenvolvimento
pré- e perinatal, a exposi¢dao a hormonios androgénicos € essencial para que essas
glandulas exibam uma responsividade adequada na idade adulta (MABLY et
al.,1992; LOEFFLER e PETERSON, 1999). Substancias que interfiram na agao
hormonal podem afetar a diferenciacdo sexual masculina resultando em
alteragdes estruturais e funcionais das glandulas sexuais e acessoOrias
(LOEFFLER e PETERSON, 1999; OTSBY et al., 1999). Os dados obtidos com
os camundongos machos expostos a agua enriquecida com isoflavona no periodo
pré-pubere, mostrando maior desenvolvimento dos testiculos e epididimo, nao
indicaram sinais de toxicidade. Todavia, estudo mais detalhado merece ser
realizado no sentido de explicar se o maior desenvolvimento destes Orgaos trard

realmente alguma vantagem na vida adulta destes animais.

No presente estudo, a laparotomia exploratéria das ratas prenhes tratadas
com isoflavona nas doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg mostrou redugdo
significativa no numero de fetos vivos. As ratas prenhes que receberam
isoflavona na dose de 100mg/Kg apresentaram também um maior nimero de

fetos em lise e de sitios de reabsorcao. Apesar da indicagdo de inexisténcia de
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toxicidade materna, estes parametros observados na laparotomia exploratéria
mostram uma injaria reprodutiva induzida pela isoflavona, provavelmente por

uma potencial acdo embriofetotoxica.

Variagdo no tempo da gestacdo pode também indicar um efeito da droga
no processo de gestacdo ou parto. Assim, era de se esperar uma redugdo no peso
dos filhotes das ratas tratadas com isoflavona nas doses de 10mg/Kg e
100mg/Kg, uma vez que elas anteciparam o dia do parto. Todavia, os filhotes
machos apresentaram maior massa corporal ao nascer somente no grupo
Isoflavona 10mg/Kg, enquanto os filhotes fémeas apresentaram aumento com as
doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg. Portanto, a massa corporal do filhote ao nascer
foi influenciada ndo s6 pela duragdo da prenhez mas também, provavelmente,
pelo crescimento intra-uterino influenciado pelo tratamento da gestante com a
1soflavona. Estes resultados indicam que o desenvolvimento dos filhotes in utero
parece ter sido favorecido pelo emprego da isoflavona. Notou-se também neste
estudo, que as ratas prenhes que receberam isoflavona nas doses 10mg/Kg e
100mg/Kg apresentaram ninhadas com numero reduzido de filhotes quando
comparadas as ratas do grupo Controle. Sabe-se que ninhadas com grande
nimero de filhotes, em geral apresentam descendentes de menor massa em
relacdo aqueles provenientes de ninhadas com poucos filhotes. O tamanho da
ninhada ¢ entdo influenciado pelo nimero de ovocitos viaveis para a fertilizagao,
pelas taxas de fertilizagdo e implantacdo e pela proporcdo de embrides
implantados que sobrevivem até o parto. O aumento na massa corporal dos
filhotes fémeas cujas maes receberam isoflavona provavelmente ndo tenha sido
devido ao menor numero de filhotes/ninhada. Se assim o fosse, teria ocorrido
aumento na massa dos filhotes machos ou nao teria ocorrido reducao na massa do
grupo tratado que teve o parto antecipado, uma vez que ocorreu menor nimero
de filhotes vidveis por ninhada. Agentes capazes de interferir no
desenvolvimento sexual podem afetar também as caracteristicas sexuais externas

dos filhotes alterando a propor¢ao entre machos e fémeas da ninhada. A
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administracdao de isoflavona nas doses estudadas ndo alterou a propor¢do entre

machos e fémeas das ninhadas dos diferentes grupos.

A mortalidade materna ¢ também um sinal de toxicidade. No entanto,
outras variaveis podem ser indicativas de efeitos adversos mais sutis, como a
massa corporal durante o tratamento e alteracoes nos parametros da prenhez
(U.S. EPA, 1991; U.S. EPA, 1996). A administracdo de isoflavona a ratas
prenhes nas doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg nao afetou o ganho de massa
corporal das progenitoras do 6° dia ao 16° dia do periodo gestacional quando
comparado ao grupo Controle. No 18° dia notou-se diminui¢do no ganho de
massa corporal das ratas gestantes que receberam isoflavona na dose 100mg/Kg
quando comparado com o grupo Isoflavona 10mg/Kg, porém nao levou a
mortalidade materna. Desta forma, estudos adicionais sdo necessarios para
determinar se a utiliza¢do da isoflavona, em dose incapaz de levar a toxicidade
materna seria capaz de induzir malformagdes externas, viscerais ou esqueléticas
nos conceptos. Vale a pena ressaltar que agentes que induzem toxicidade de
desenvolvimento, sem produzir toxicidade materna, geram preocupagdo nao
apenas pelo potencial toxico mas sim pela possibilidade de interferir tardiamente
no desenvolvimento do individuo, a exemplo do que acontece com o0s
desreguladores enddcrinos (PEREIRA, 2003). Além disso, independente da
origem dos efeitos adversos nos descendentes, esses efeitos se presentes na
progenitora podem ser reversiveis, enquanto que nos filhotes podem ser

permanentes ou detectaveis somente na vida adulta reprodutiva.

Parametros recomendados para avaliar a interferéncia enddcrina de
substancias quimicas sobre o desenvolvimento sexual compreendem a descida
dos testiculos e os biomarcadores de inicio da puberdade que, em ratos, sdo
medidos pelos tempos médios (dias) para a separacao prepucial e para a abertura
do canal vaginal (U.S. EPA, 1996). Através do presente estudo pode-se observar
que os filhotes machos cujas maes receberam isoflavona nas doses de 10mg/Kg e

100mg/Kg apresentaram antecipacdo na descida testicular quando comparados
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aos demais grupos. Os filhotes machos que receberam isoflavona na dose
10mg/Kg apresentaram menor tempo médio na separagdo prepucial quando
comparados aos grupos Isoflavona 100 mg/Kg e Controle. A descida dos
testiculos ao escroto e a separagdo prepucial constituem sinais externos
indicativos do desenvolvimento sexual masculino e dependem da secre¢ao de
androgenos (DALSENTER et al., 1999). Provavelmente a isoflavona tenha
facilitado uma acao androgénica nos animais do presente estudo, antecipando a
descida testicular e a instalagdo da puberdade através de uma retroalimentagdao
positiva no sistema de liberacao de gonadotrofinas, a exemplo do que ocorre em
determinada fase do ciclo estral/menstrual da fémea. Dados conflitantes com
aqueles que indicam uma antecipacao na instalacdo da puberdade com o emprego
da isoflavona tem sido descritos, associando-se o estrogeno ou substincias
estrogénicas com falha na descida dos testiculos ao escroto (HADZISELMOVIC
et al., 2000; McLACHLAN et al.,2001; COVENEY et al., 2002). Num estudo
conduzido com metoxiclor - um pesticida organoclorado - e genisteina,
observou-se que quando administrados separadamente, apenas o pesticida foi
capaz de atrasar a separacdao prepucial em ratos expostos durante a gestagdo,
lactagdo e apdés o desmame. No entanto, quando administrados
concomitantemente, a genisteina aumentou o efeito do metoxiclor em retardar a
separacao prepucial. Nas fémeas estes compostos aceleraram a abertura do canal
vaginal, tanto isolados quanto coadministrados, com aparente efeito cumulativo

sobre essa variavel (YOU et al., 2002).

Os filhotes fémeas do grupo Isoflavona 10mg/Kg também apresentaram
antecipac¢do na abertura vaginal quando comparados aos filhotes fémeas do grupo
Controle, demonstrando a atividade estrogénica da isoflavona neste parametro. A
abertura do canal vaginal, um indicador ndo invasivo de desenvolvimento sexual
feminino depende da secre¢do de estrogeno. Portanto, pode ocorrer abertura
precoce do canal vaginal com compostos que apresentem atividade estrogénica

(MARTY et al,1999). Ratas expostas ao estradiol durante a vida perinatal

54



(scussao

revelaram inicio da puberdade adiantado (PEREIRA et al.,1997). As isoflavonas
e seus conjugados, genisteina, daidzeina e gliciteina, sdo absorvidos rapidamente
em dietas de roedores (KING, 1998; CHANG et al., 2000; DEGEN et al., 2002)
e mostram também atividade em testes in vivo e in vitro (FARMAKALIDIS e
MURPHY, 1984; FARMAKALIDIS et al., 1985; MARKIEWICZ et al., 1993;
SONG et al., 1999). Assim, a exposi¢do a estes agentes pode atuar, a longo
prazo, no desenvolvimento reprodutivo e funcional de ratos (BOETTGER et al.,
1998; ASHBY et al., 2000b; BROWN e SETCHELL, 2001; ODUM et al.,
2001). Portanto, compostos que desestabilizem o equilibrio hormonal podem

interferir no processo de instalacao da puberdade, acelerando-o ou retardando-o.

Analisando alteracdes causadas pela administracao de isoflavona no que
se refere ao desenvolvimento ponderal dos animais, num contexto toxicoldgico,
devemos buscar confrontar a variagdo na massa corporal € o sistema reprodutivo.
Nas fémeas ¢ importante considerar que a massa corporal pode flutuar
normalmente com o estado fisioldégico do animal, uma vez que o estrogeno e
progesterona influenciam na ingestdo alimentar e no consumo energético.
Afetam também a retencao de liquido e a deposicao de gordura. No estudo aqui
apresentado, as ratas descendentes das maes submetidas ao tratamento com
1soflavona na dose 100mg/Kg, apresentaram menor ganho de massa corporal no
14° dia de vida pds-natal quando comparadas as do grupo Controle. Filhotes
fémeas do grupo Isoflavona 100mg/Kg apresentaram menor ganho de massa
corporal no 21° de vida pdés-natal, quando comparados aos filhotes do grupo
Controle e 10mg/Kg. Provavelmente a isoflavona administrada durante o periodo
gestacional tenha comprometido a quantidade e/ou qualidade do leite das
primeiras mamadas, bem como ter influenciado o sistema metabdlico das

descendentes.

Como ja foi discutido anteriormente, alteragdes no sistema reprodutivo
podem ser secundarias a ocorréncia de toxicidade ndo reprodutiva (ZENICK e

CLEGG, 1989; U.S. EPA,1996). No presente estudo, com o emprego da
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1soflavona nas doses de 10 mg/Kg e 100mg/Kg, através da observacdo do
desenvolvimento ponderal ¢ do monitoramento diario dos filhotes machos e
fémeas, até a instalacdo da puberdade, observamos auséncia de convulsdes,
tremores e piloerecdo, bem como salivacdo inalterada. Estes dados sado
indicativos de auséncia de sinal de toxicidade. Simultaneamente observou-se
adiantamento no surgimento de pélos, abertura dos olhos e descolamento das
orelhas. Apesar disto, os filhotes machos cujas maes receberam isoflavona na
dose 10mg/Kg, durante a gestagcdo, apresentaram maior massa corporal no 7° dia
de vida pods-natal comparados aos grupos Controle e Isoflavona 100mg/Kg. Nos
periodos, 14° e 21° dia pos-natal ocorreu menor ganho de massa corporal nos
filhotes machos pertencentes as maes que receberam isoflavona nas doses grupos
10mg/Kg e 100 mg/Kg comparados aos filhotes do grupo Controle. O declinio na
massa corporal ou redu¢do do ganho de massa pode entdo ser reflexo de
toxicidade sistémica (ZENICK e CLEGG, 1989; U.S. EPA, 1996). A isoflavona,
apesar da aparente facilitacdo no aparecimento de alguns pardmetros do
desenvolvimento, mostrou pelo menor ganho corporal dos animais tratados, uma

possivel toxicidade que deve ser considerada.

Além da abertura do canal vaginal e do desenvolvimento da massa do
utero, outras medidas para avaliacdo da atividade estrogéncia sdo recomendadas.
Dentre elas encontramos a presenga de células cornificadas da vagina, indicativa
da fase de estro. A inducao de estro persistente pelo dietilestilbestrol (DES) em
ratas ovarectomizadas, ainda hoje ¢ uma das mais utilizadas na triagem de
estrogenicidade in vivo (EDSTAC, 1998). Até a presente data, poucos sdo os
estudos referentes a acdo da isoflavona sobre o ciclo estral de ratas. No presente
estudo, ratas adultas, expostas “in utero” a isoflavona nas doses de 10mg/Kg e
100mg/Kg ndo apresentaram alteracdo notavel no niimero de estros observados
em 15 dias consecutivos do ciclo estral. Apesar disto, houve um aumento
significativo na duracdo do estro nas ratas do grupo Isoflavona 10mg/Kg. A

alteragdo do ciclo estral com prolongamento do estro pode ser uma resposta a
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exposicdo a um agente com propriedade estrogénica ou um agente capaz de
bloquear ovulacao (U.S. EPA, 1996). Todavia, a normalidade do ciclo estral
apesar de ser um indicativo do bom funcionamento do sistema neuroendocrino
reprodutivo e dos ovdrios, ndo caracteriza o efeito de uma substancia sobre a
fertilidade feminina. Um ciclo vaginal regular ndo indica necessariamente que a
ovulacdo ocorreu. Com agentes antiinflamatorios, por exemplo, pode haver
formacgao de tecido luteo em foliculos ovarianos que nao se rompem o que reflete
na reducdo da fertilidade. Por outro lado, substancias podem induzir alteracoes

no ciclo estral em doses que ndo comprometem a fertilidade (U.S. EPA, 1996).

Finalizando, com base nos resultados obtidos no presente estudo, com o
emprego de um derivado da soja - isoflavona - em diferentes modelos
experimentais, pode-se observar que as doses de 10mg/Kg e 100mg/Kg
apresentam atividade estrogénica em ratas. Em adicdo, apesar da recomendagao
indiscriminada do uso da soja e seus derivados, os resultados deste estudo
mostraram também que esta conduta ndo ¢ totalmente isenta de efeitos
indesejaveis. Cautela deve ser tomada até que estudos mais extensos sejam
realizados, avaliando os possiveis efeitos tardios do consumo da soja e seus
derivados, em especial a isoflavona em periodos criticos do desenvolvimento

bem como sua participacdo e/ou implicagdo no sexo masculino.
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A isoflavona em ratas e camundongos fémeas pré-puberes foi capaz de induzir
o crescimento do utero. A presenca de efeito da isoflavona para as variaveis
responsivas ao estrogeno, avaliadas neste estudo, indica que este produto
natural pode ativar receptores estrogénicos in vivo, mostrando-se vidvel em

orgdos-alvo como o ttero.

- A 4gua enriquecida com isoflavona levou a menor ganho de massa corporal em

camundongos machos e fémeas pré-puberes. Apesar disto, os camungongos
machos pré-puberes, expostos a agua enriquecida com isoflavona apresentaram
aumento do peso umido dos testiculos e epididimos. Isto demonstra possiveis
efeitos sobre o sistema reprodutor, podendo resultar em interferéncia na

regulacdo enddcrina, e devem ser alvo de estudos posteriores.

Ratas prenhes tratadas com isoflavona durante o periodo gestacional
apresentaram, no final da gestacdo alteragdes na massa corporal, no entanto
houve auséncia de alteragdes em parametros gestacionais, indicando auséncia
de toxicidade materna. Todavia, houve uma notavel reducdo na duragdo da

prenhez, que resultou em evolugdo para parto normal.

A analise dos fetos obtidos através de laparotomia exploratoria, ao final da
gestagdo, revelou que este produto natural pode resultar em efeitos ndo

demonstrados na literatura, como a embriofetotoxicidade.

A exposi¢ao pré-natal a isoflavona acelerou a instalacdo da puberdade em ratos
machos e fémeas e aumentou a duracao da fase de estro ao longo de 3 ciclos

estrais consecutivos.

Os dados obtidos no presente estudo por certo trardo uma contribuicdo a
literatura especifica, uma vez que pouco se sabe sobre o efeito da isoflavona
no periodo perinatal e ao longo do desenvolvimento, até a puberdade. Torna-
se entdo imperativa a utilizagdo de protocolos validados por agéncias
regulatérias e comunidades cientificas para melhor avaliar os possiveis riscos

que este produto natural possa vir a oferecer.
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Tabela 1. Teste uterotréfico, controle negativo, tratado com Propilenoglicol e

DMSO, obtido durante 03 dias de tratamento.

Teste Uterotrofico - Controle Negativo (Propilenoglicol e DMSO)

Peso Peso Peso Umido Peso Relativo
RATO Inicial Final Utero Utero
(4] (mg) (%)
1 49,23 58,43 30,60 0,05
2 53,20 63,00 30,10 0,05
3 49,57 57,07 22,70 0,04
4 55,47 64,97 31,10 0,05
5 53,16 61,66 26,50 0,04
6 58,60 62,60 30,40 0,05
7 60,20 65,30 33,90 0,05
MEDIA 54,20 61,86 29,33 0,05
DESVIO 4,19 3,11 3,64 0,0046
EPM 1,58 1,17 1,37 0,0017

Tabela 2. Teste uterotrofico, controle positivo, tratado com Benzoato de
Estradiol 0,4mg/Kg, obtido durante 03 dias de tratamento.

Teste Uterotrofico — Tratado com Benzoato de Estradiol 0,4 mg/Kg

Peso Peso Peso Umido Peso Relativo
RATO  Inicial Final Utero Utero
(2 (mg) (%)
1 55,67 64,04 57,30 0,09
2 53,50 61,55 68,20 0,11
3 53,69 61,47 82,10 0,13
4 52,02 60,22 93,60 0,16
5 61,00 74,00 82,10 0,11
6 55,00 71,80 90,90 0,13
7 65,29 73,66 83,00 0,11
MEDIA 56,60 66,68 79,60 0,12
DESVIO 4,78 6,20 12,75 0,0210
EPM 1,81 2,34 4,81 0,01
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Tabela 3. Teste uterotréfico, controle positivo, tratado com Isoflavona
3,3mg/Kg, obtido durante 03 dias de tratamento.

Teste Uterotrofico - Grupo Tratado com Benzoato de Estradiol

0,4mg/kg
Peso Peso Peso Umido Peso Relativo
RATO Inicial Final Utero Utero
(9] (mg) (%)
1 51,68 56,03 30,60 0,05
2 58,96 63,08 31,10 0,05
3 49,06 55,36 31,50 0,06
4 49,03 54,68 31,00 0,06
5 58,26 67,64 36,40 0,05
6 4991 57,45 32,00 0,06
7 52,05 59,78 23,10 0,04
MEDIA 52,71 59,15 30,81 0,05
DESVIO 4,20 4,74 3,93 0,0065
EPM 1,59 1,79 1,48 0,0025

Tabela 4. Teste uterotrofico, controle positivo, tratado com Isoflavona 10,0
mg/Kg, obtido durante 03 dias de tratamento.

Teste Uterotrofico — Grupo Tratado com Isoflavona 10,0mg/Kg

Peso Peso Peso Umido Peso Relativo

RATO Inicial Final Utero Utero

(2 (mg) (%)

1 52,90 61,20 45,10 0,07

2 49,99 57,82 47,50 0,08

3 51,90 60,40 46,20 0,08

4 51,62 60,62 47,24 0,08

5 53,80 62,80 44,16 0,07

6 59,20 73,00 46,30 0,06

7 52,34 59,30 47,34 0,08
MEDIA 53,11 62,16 36,17 0,0748
DESVIO 2,93 5,02 1,25 0,0064
EPM 1,11 1,90 0,65 0,0024
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Tabela 5. Teste uterotréfico, controle positivo, tratado com Isoflavona
33,3mg/Kg, obtido durante 03 dias de tratamento.

Teste Uterotrofico - Grupo Tratado com Isoflavona 33,3 mg/Kg

Peso Peso Peso Umido Peso Relativo
RATO Inicial Final Utero Utero
(9] (mg) (%)
1 50,83 59,22 25,30 0,04
2 53,07 61,07 30,90 0,05
3 49,20 60,02 30,80 0,05
4 49,48 57,13 25,80 0,05
5 54,80 71,20 51,10 0,07
6 58,20 73,40 31,90 0,04
7 56,80 60,60 27,80 0,05
MEDIA 53,20 63,23 31,94 0,07
DESVIO 3,56 6,35 8,84 0,0101
EPM 1,34 2,40 3,33 0,0038

Tabela 6. Teste uterotrofico, controle positivo, tratado com Isoflavona
100,0mg/Kg, obtido durante 03 dias de tratamento.

Teste Uterotrofico - Grupo Tratado com Isoflavona 100,0mg/Kg

Peso Peso Peso Umido Peso Relativo
RATO  Inicial Final Utero Utero
(2 (mg) (%)
1 66,80 77,40 34,10 0,06
2 60,40 70,80 35,20 0,07
3 55,20 65,40 34,30 0,07
4 55,40 66,80 32,35 0,06
5 62,80 74,40 35,20 0,06
6 54,20 67,80 33,20 0,07
7 53,74 63,24 34,34 0,07
MEDIA 58,36 69,41 34,59 0,07
DESVIO 5,04 5,07 1,92 0,0046
EPM 1,90 1,91 0,82 0,0017
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Tabela 7. Teste uterotrofico, controle positivo, tratado com Isoflavona
300,0mg/Kg, obtido durante 03 dias de tratamento.

Teste Uterotrofico - Grupo Tratado com Isoflavona 300,0mg/Kg

Peso Peso Peso Umido Peso Relativo
RATO  Inicial Final Utero Utero
(4] (mg) (%)
1 52,60 74,00 35,12 0,06
2 62,20 75,80 30,60 0,05
3 53,60 66,70 32,68 0,06
4 54,80 63,60 31,70 0,07
5 48,20 60,60 36,10 0,08
6 46,80 57,60 35,00 0,08
7 52,49 63,14 31,93 0,07
MEDIA 52,96 65,92 34,39 0,07
DESVIO 5,00 6,76 2,09 0,0085
EPM 1,89 2,55 3,09 0,0032

Tabela 8. Desenvolvimento de camundongos machos (Testiculos) - Grupo
Controle Negativo - Veiculo

Machos - Controle Negativo — Veiculo — Testiculos

Peso
Peso Peso Umido  Relativo
CAMUNDONGOS (2) (mg) (%)
Inicial 30° dia Testiculo
1 21,00 34,20 75,90 0,22
2 18,40 35,20 89,00 0,25
3 19,60 36,40 88,60 0,24
4 24,00 37,60 110,00 0,29
5 20,00 42,00 89,00 0,21
6 22,40 36,00 106,00 0,29
MEDIA 20,90 36,90 93,08 0,25
DESVIO 2,03 2,75 12,6628 0,03
EPM 0,83 1,12 5,17 0,01
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Tabela 9 — Variacao de peso (g) camundongos grupo Controle

Machos Controle Negativo - Veiculo

PESO

CAMUNDONGOS Inicial 30 dias Variac¢io

(2 peso

1 21,00 3420 13,20

2 18,40 35.20 16,80

3 19,60 36,40 16,80

4 24,00 37,60 13,60

5 20,00 42,00 22,00

6 22,40 36,00 13,60
MEDIA 20,90 36,90 16,0000
DESVIO 2,03 2,75 3,3657

EPM 0,83 1,12 1,37

Tabela 10. Desenvolvimento de camundongos machos (Epididimo) - Grupo
Controle Negativo — Veiculo

Machos - Controle Negativo — Veiculo — Epididimo

Peso Peso Umido Peso Relativo
(2 (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Epididimo
1 21,00 34,20 27,60 0,08
2 18,40 35,20 29.80 0,08
3 19,60 36,40 25,70 0,07
4 24,00 37,60 33,00 0,09
5 20,00 42,00 36,00 0,09
6 22,40 36,00 31,00 0,09
MEDIA 20,90 36,90 30,52 0,08
DESVIO 2,03 2,75 3,71 0,01
EPM 0,83 1,12 1,51 0,00
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Tabela 11. Desenvolvimento de camundongos machos (Ducto Deferente) -
Grupo Controle Negativo - Veiculo

Machos - Controle Negativo — Veiculo — Ducto Deferente

Peso Peso Umido Peso Relativo
(@ (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Ducto Deferente
1 21,00 34,20 11,00 0,03
2 18,40 35,20 11,80 0,03
3 19,60 36,40 10,90 0,03
4 24,00 37,60 12,70 0,03
5 20,00 42,00 10,90 0,03
6 22,40 36,00 14,50 0,04
MEDIA 20,90 36,90 11,97 0,03
DESVIO 2,03 2,75 1,43 0,00
EPM 0,83 1,12 0,58 0,00

Tabela 12. Desenvolvimento de camundongos machos (Vesicula Seminal) -
Grupo Controle Negativo — Veiculo

Machos Controle Negativo — Veiculo — Vesicula Seminal

Peso Peso Umido Peso Relativo
(® (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Vesicula Seminal
1 21,00 34,20 30,40 0,09
2 18,40 35,20 53,80 0,15
3 19,60 36,40 34,30 0,09
4 24,00 37,60 34,00 0,09
5 20,00 42,00 34,90 0,08
6 22,40 36,00 34,20 0,10
MEDIA 20,90 36,90 36,93 0,10
DESVIO 2,03 2,75 8,42 0,03
EPM 0,83 1,12 3,44 0,01
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Tabela 13. Desenvolvimento de camundongos machos (Epididimo) - Grupo
Tratado Isoflavona 3,3mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 3,3mg/Kg — Testiculo

Peso Peso Umido Peso Relativo
(4] (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Testiculo
1 23,40 36,80 98,20 0,27
2 27,80 39,00 98,00 0,25
3 27,00 37,00 120,40 0,33
4 29,60 40,20 123,00 0,31
5 22,40 39,60 102,00 0,26
6 20,20 34,80 98,50 0,28
MEDIA 25,07 37,90 106,68 0,28
DESVIO 3,61 2,05 11,75 0,03
EPM 1,48 0,84 4,80 0,01

Tabela 14. Varia¢do de peso (g) do grupo tratado com 4gua enriquecida com
3,3mg de isoflavona

PESO
CAMUNDONGOS Inicial 30 dias variacio
(2 peso
1 23,40 36,80 13,40
2 27,80 39,00 11,20
3 27,00 37,00 10,00
4 29,60 40,20 10,60
5 22,40 39,60 17,20
6 20,20 34,80 14,60
MEDIA 25,07 37,90 12,83
DESVIO 3,61 2,05 2,76
EPM 1,48 0,84 1,13
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Tabela 15. Desenvolvimento de camundongos machos (Epididimo) - Grupo
Tratado Isoflavona 3,3mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 3,3 mg/Kg — Epididimo

Peso Peso Umido  Peso Relativo
(g (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Epididimo
1 23,40 36,80 37,60 0,10
2 27,80 39,00 37,20 0,10
3 27,00 37,00 38,52 0,10
4 29,60 40,20 40,50 0,10
5 22,40 39,60 36,54 0,09
6 20,20 34,80 37,69 0,11
MEDIA 25,07 37,90 36,20 0,10
DESVIO 3,61 2,05 1,38 0,01
EPM 1,48 0,84 1,15 0,00

Tabela 16. Desenvolvimento de camundongos machos (Ducto Deferente) -
Grupo Tratado Isoflavona 3,3mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 3,3mg/Kg — Ducto Deferente

Peso Peso Umido  Peso Relativo
(® (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Ducto Deferente
1 23,40 36,80 16,70 0,05
2 27,80 39,00 10,90 0,03
3 27,00 37,00 13,20 0,04
4 29,60 40,20 20,70 0,05
5 22,40 39,60 10,00 0,03
6 20,20 34,80 10,40 0,03
MEDIA 25,07 37,90 13,65 0,04
DESVIO 3,61 2,05 4,26 0,01
EPM 1,48 0,84 1,74 0,00
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Tabela 17. Desenvolvimento de camundongos machos (Vesicula Seminal) -
Grupo Tratado Isoflavona 3,3mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 3,3 mg/Kg — Vesicula Seminal

Peso Peso Umido  Peso Relativo
(9] (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Vesicula Seminal
1 23,40 36,80 39,40 0,11
2 27,80 39,00 55,40 0,14
3 27,00 37,00 49,30 0,13
4 29,60 40,20 36,20 0,09
5 22,40 39,60 21,50 0,05
6 20,20 34,80 37,20 0,11
MEDIA 25,07 37,90 39,83 0,11
DESVIO 3,61 2,05 11,73 0,03
EPM 1,48 0,84 4,79 0,01

Tabela 18. Desenvolvimento de camundongos machos (Testiculo) - Grupo
Tratado Isoflavona 100mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 100mg/Kg — Testiculo

Peso Peso Umido Peso Relativo
(2 (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Testiculo
1 20,40 39,00 112,32 0,29
2 20,40 38,80 118,76 0,31
3 21,20 36,80 119,21 0,32
4 21,00 43,80 113,56 0,26
5 17,20 34,40 119,54 0,35
6 23,60 37,20 116,39 0,31
MEDIA 20,63 38,56 99,25 0,30
DESVIO 2,06 3,15 3,09 0,03
EPM 0,84 1,55 0,72 0,01
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Tabela 19 - Variacdo de peso (g) do grupo tratado com agua enriquecida com
100mg de isoflavona

PESO
CAMUNDONGOS Inicial 30 dias variacio
e peso
1 20,40 39,00 18,60
2 20,40 38,80 18,40
3 21,20 36,80 15,60
4 21,00 43,80 22.80
5 17,20 34,40 17,20
6 23,60 37,20 13,60
MEDIA 20,63 38,33 17,70
DESVIO 2,06 3,15 3,12
EPM 0,84 1,41 1,39

Tabela 20. Desenvolvimento de camundongos machos (Epididimo) - Grupo
Tratado Isoflavona 100mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 100mg/Kg — Epididimo

Peso Peso Umido  Peso Relativo
(2 (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Epididimo
1 20,40 39,00 43,97 0,11
2 20,40 38,80 45,63 0,12
3 21,20 36,80 44,63 0,12
4 21,00 43,80 45,85 0,10
5 17,20 34,40 45,26 0,13
6 23,60 37,20 45,84 0,12
MEDIA 20,63 38,56 38,15 0,12
DESVIO 2,06 3,15 0,76 0,01
EPM 0,84 1,55 0,31 0,00
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Tabela 22. Desenvolvimento de camundongos machos (Ducto Deferente) -
Grupo Tratado Isoflavona 100mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 100 mg/Kg — Ducto Deferente

Peso Peso Umido  Peso Relativo
(2 (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Ducto Deferente
1 20,40 39,00 9,70 0,02
2 20,40 38,80 9,90 0,03
3 21,20 36,80 13,40 0,04
4 21,00 43,80 11,70 0,03
5 17,20 34,40 11,60 0,03
6 23,60 37,20 12,80 0,03
MEDIA 20,63 38,56 11,52 0,03
DESVIO 2,06 3,15 1,49 0,01
EPM 0,84 1,55 0,67 0,00

Tabela 23. Desenvolvimento de camundongos machos (Vesicula Seminal) -
Grupo Tratado Isoflavona 100mg/100ml

Machos Grupo tratado - Isoflavona 100mg/Kg — Vesicula Seminal

Peso Peso Umido Peso Relativo
(4] (mg) (%)
CAMUNDONGOS Inicial 30° dia Vesicula Seminal
1 20,40 39,00 28,50 0,07
2 20,40 38,80 26,00 0,07
3 21,20 36,80 30,90 0,08
4 21,00 43,80 35,60 0,08
5 17,20 34,40 33,50 0,10
6 23,60 37,20 39,50 0,11
MEDIA 20,63 38,56 32,33 0,08
DESVIO 2,06 3,15 4,90 0,01
EPM 0,84 1,55 2,19 0,01

82



C%WO/S/

Tabela 24. Peso corporal, pesos umidos e relativos dos Uteros e ovarios de
camundongos fémeas - Controle Negativo Veiculo

Fémeas - Grupo Controle — Utero e Ovirio

PESO
30° Peso Peso Peso Peso
CAMUNDONGOS Inicial dia Umido Relativo Umido Relativo
Utero Utero Ovario Ovario

(mg) (%) (mg) (%)

1 18,60 3540 58,00 0,16 18,00 0,05
2 16,60 29.80 103,00 0,35 17,60 0,06
3 16,00 37,60 5430 0,14 6,70 0,02
4 20,20 37,00 155,00 042 13,00 0,04
5 22,20 37,60 59,00 0,16 18,00 0,05
6 18,00 3480 6820 0,20 19,70 0,06
MEDIA 18,60 3537 8292 024 1550 0,04
DESVIO 2,31 2,96 39,57 0,12 4,86 0,02
EPM 0,94 1,21 16,15 0,05 1,98 0,01

Tabela 25. Variacdo de peso (g) dos camundongos fémeas que receberam o

veiculo
PESO
CAMUNDONGOS Inicial 30 dias variacdo

(2) peso

1 18,60 35,40 16,80

2 16,60 29,80 13,20

3 16,00 37,60 21,60

4 20,20 37,00 16,80

5 22,20 37,60 15,40

6 18,00 34,80 16,80

MEDIA 18,60 35,37 16,77
DESVIO 2,31 2,96 2,76
EPM 0,94 1,21 1,12
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Tabela 26. Peso corporal, pesos umidos e relativos dos Uteros e ovarios de
camundongos fémeas — Isoflavona 3,3mg/100ml

Fémeas - Isoflavona 3,3 mg/Kg — Utero e Ovirio

PESO
30° Peso Peso Peso Peso
CAMUNDONGOS Inicial dia Umido Relativo Umido Relativo
Utero Utero Ovario Ovario

(mg) (%) (mg) (%)

1 2480 31,60 99,00 031 13,60 0,04
2 22,00 27,00 73,80 027 13,50 0,05
3 21,00 27,40 7420 027 1120 0,04
4 26,80 3020 73,50 024 12,00 0,04
5 19,60 29,80 88,70 030 990 0,03
6 21,00 34,80 109,70 032 2330 0,07
MEDIA 22,53 30,13 86,48 0,29 13,92 0,05
DESVIO 2,72 2,88 1537 0,03 481 0,01
EPM 1,11 1,17 627 001 1,96 0,00

Tabela 27. Variacao de peso (g) dos camundongos fémeas que receberam agua
enriquecida com 3,3mg de isoflavona

PESO

CAMUNDONGOS Inicial 30 dias varia¢io

(g) peso

1 24,80 31,60 6,30

2 22,00 27,00 5,00

3 21,00 27,40 6,40

4 26,80 30,20 3,40

5 19,60 29,80 10,20

6 21,00 34,80 13,80

MEDIA 22,53 30,13 7,60

DESVIO 2,72 2,88 3,79

EPM 1,11 1,17 1,55
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Tabela 28. Peso corporal, pesos umidos e relativos dos Uteros e ovarios de
camundongos fémeas — Isoflavona 100mg/100ml

Fémeas - Isoflavona 100mg/Kg

PESO

30° Peso Peso Peso Peso

CAMUNDONGOS Inicial dia Umido Relativo Umido Relativo
Utero Utero Ovario Ovério

(mg) (%) (@mg) (%)

1 19,00 3430 13124 038 13,40 0,04
2 22,60 3220 126,63 0,39 16,70 0,05
3 21,60 39,60 123,52 031 1330 0,03
4 2280 33,60 137,56 0,41 1530 0,05
5 20,60 4220 133,00 032 19,10 0,05
6 2400 29,70 14500 0,49 22,80 0,08
MEDIA 21,77 3527 132,83 038 16,77 0,05
DESVIO 1,78 471 7,72 0,07 3,67 0,02
EPM 0,73 1,92 315 003 1,50 0,01

Tabela 29. Variacao de peso (g) dos camundongos fémeas que receberam agua
enriquecida com 100mg de isoflavona

PESO
CAMUNDONGOS Inicial 30 dias variacio
(g) peso
1 19,00 34,30 15,30
2 22,60 32,20 9,60
3 21,60 39,60 18,00
4 22,80 33,60 10,80
5 20,60 42,20 21,60
6 24,00 29,70 5,70
MEDIA 21,77 35,27 13,50
DESVIO 1,78 4,71 5,87
EPM 0,73 1,92 2,40
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Tabela 30. Comparagdo de peso corporal de ratas no periodo gestacional do

Grupo Controle

Fémeas periodo gestacio — Grupo Controle

PESO
Rato 1°dia 4° dia 8° dia 12°dia 16° dia 18° dia
(€9)

1 231,00 234,60 241,50 235,30 237,60 237,80

2 233,60 235,40 251,60 277,60 288,80 310,80

3 254,30 257,10 264,10 269,20 271,00 277,20

4 257,20 261,20 266,50 270,90 276,20 278,60

5 272,00 275,00 280,30 285,60 295,20 298,00

6 262,20 267,60 272,90 277,30 283,00 286,50

7 257,60 261,50 268,60 273,30 279,20 278,60

8 206,10 209,00 231,50 237,40 244,10 248,50

9 235,80 240,60 247,20 252,80 258,60 257,80
10 238,70 242,20 248,00 256,20 260,30 266,00
11 226,20 231,50 237,30 243,00 247,20 248,50
12 220,70 223,80 226,20 231,50 240,00 240,90
13 246,30 250,90 256,10 263,90 268,10 269,00
14 206,40 211,12 218,20 226,00 232,20 233,00
15 219,80 223,20 229,00 236,10 240,50 245,30
16 204,10 207,60 211,40 218,80 221,30 224,00
17 247,00 251,70 257,70 265,00 269,10 269,30
18 223,40 228,90 232,90 237,00 243,10 247,20
19 180,60 200,20 216,30 232,80 244,80 251,00
20 203,20 216,60 230,40 246,90 258,90 266,20
21 157,00 160,60 179,20 195,70 207,70 214,70
22 158,20 194,40 210,00 226,50 238,50 245,00
23 205,20 216,20 234,40 250,90 262,90 269,40
24 258,00 270,10 188,60 205,10 218,10 224,60
25 208,20 223,40 238,40 254,90 267,90 274,40
26 200,50 214,60 228,60 244,20 257,70 264,20
27 215,00 223,50 238,50 255,00 269,00 269,80
28 220,00 232,40 247,40 263,90 277,70 284,70
29 189,30 213,00 227,50 244,00 257,80 264,30
30 221,00 212,60 227,60 244,10 259,10 265,90
MEDIA 221,95 229,68 236,93 247,36 255,85 260,37
DESVIO 28,84 25,33 23,12 21,36 21,09 22,10

EPM 5,26 4,62 4,22 3,89 3,85 4,03
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Tabela 31. Peso corporal no periodo de gestagdo em ratos fémeas no grupo

tratado Isoflavona 10mg/Kg

Fémeas periodo gestacao - Tratado 10 mg/Kg

PESO
Rato 1°dia 4° dia 8° dia 12°dia 16° dia 18° dia
(€9)

1 252,80 255,20 266,20 297,60 317,80 300,00

2 199,60 201,00 215,60 242,60 258,20 258,80

3 216,60 218,80 224,90 259,70 277,60 278,30

4 204,30 206,20 217,20 248,64 265,80 267,00

5 242,80 244,80 254,20 284,50 306,80 313,80

6 222,00 226,00 236,00 262,00 285,40 277,20

7 229,80 231,80 239,80 245,60 276,40 281,80

8 206,52 208,40 220,10 248,30 283,20 288,60

9 213,27 215,80 227,50 259,20 276,80 289,30
10 219,10 221,80 232,20 239,80 257,00 254,80
11 245,20 251,00 259,30 267,60 273,20 276,00
12 246,60 250,60 264,20 275,20 280,50 286,20
13 238,30 245,00 253,00 266,50 274,80 277,20
14 244,90 249,80 263,40 271,20 277,00 279,00
15 236,20 241,30 248,20 260,00 264,20 271,00
16 230,80 234,80 242,00 252,30 257,20 258,30
17 220,30 224,70 230,80 241,00 250,00 257,10
18 223,60 224,80 229,00 235,80 251,30 255,00
19 218,00 223,60 230,00 237,00 243,10 253,60
20 247,00 251,60 258,90 266,30 271,00 278,10
21 204,10 208,30 216,30 223,00 229,80 236,50
22 206,52 208,40 220,10 248,30 283,20 288,60
23 216,60 218,80 224,90 259,70 277,60 278,30
24 247,00 251,60 258,90 266,30 271,00 278,10
25 238,30 245,00 253,00 266,50 274,80 277,20
26 200,20 201,00 215,60 242,60 258,20 258,80
27 218,00 223,60 230,00 237,00 243,10 253,60
28 236,20 241,30 248.20 260,00 264,20 271,00
29 238,30 245,00 253,00 266,50 274,80 277,20
30 217,40 222,10 233,50 240,10 252,20 260,60
MEDIA 226,01 229,74 238,86 255,69 269,21 272,70

DESVIO 16,02 17,01 16,52 16,12 18,08 16,01
EPM 2,96 3,10 3,01 2,94 3,30 2,92
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Tabela 32. Peso corporal no periodo de gestagdo em ratos fémeas no grupo
tratado Isoflavona 100mg/Kg

Fémeas periodo gestacio - Tratado 100mg/Kg

PESO
Rato 1°dia 4° dia 8° dia 12°dia 16° dia 18° dia
(€9)

1 216,30 218,20 214,80 215,90 218,80 223,00

2 200,60 202,40 201,30 246,30 251,00 253,20

3 201,80 207,20 213,60 258,70 270,20 273,40

4 231,00 236,60 241,50 235,30 237,60 237,80

5 214,10 216,40 221,30 212,20 216,60 210,00

6 233,60 235,40 251,60 277,60 288,80 310,80

7 296,00 298,40 208,90 200,60 201,00 203,00

8 211,50 213,60 211,20 208,20 210,40 216,80

9 252,80 255,20 266,20 297,60 317,80 291,40
10 233,40 236,40 240,00 213,80 237,80 234,60
11 199,60 201,00 215,60 242,60 258,20 254,80
12 216,60 218,80 224,90 259,70 277,60 277,60
13 204,30 206,20 217,20 248,64 265,80 267,00
14 198,90 201,40 223,20 262,30 278,80 287,20
15 242,80 244,80 254,20 284,50 306,80 295,98
16 222,00 226,00 236,00 262,00 285,40 277,20
17 248,80 252,20 257,00 243,20 264,80 270,00
18 229,80 231,80 239,80 245,60 276,40 281,80
19 216,60 221,80 232,20 239,80 258,30 254,80
20 216,30 218,20 214,80 215,90 221,00 223,00
21 200,60 202,40 201,30 246,30 261,30 253,20
22 201,80 208,30 213,60 258,70 273,50 273,40
23 231,00 236,50 241,50 235,30 258,21 237,80
24 214,10 218,50 221,30 212,20 218,50 210,00
25 233,60 236,20 251,60 277,60 285,60 284,32
26 296,00 297,50 208,90 200,60 212,20 203,00
27 211,50 215,60 211,20 208,20 213,50 216,80
28 252,80 256,40 265,80 297,60 316,90 291,40
29 233,40 237,20 243,50 213,80 238,50 234,60
30 199,60 215,40 216,40 242,60 260,10 254,80
MEDIA 225,46 228,87 228,68 242,11 256,05 253,42

DESVIO 25,21 24,72 19,02 28,06 32,41 31,01
EPM 4,60 4,51 3,47 5,12 5,92 5,66
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Tabela 33. Duragdo do periodo gestacional em ratas

Duracio da gestacio

Ratas Grupo Isoflavona Isoflavona
Controle 10mg/kg 100mg/Kg
1 22 19 21
2 21 20 20
3 21 20 20
4 21 19 20
5 22 19 20
6 21 19 20
7 21 20 20
8 21 20 21
9 21 20 21
10 22 19 21
MEDIA 21,30 19,50 20,40
DESVIO 0,48 0,53 0,52
EPM 0,15 0,16 0,16
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Tabela 34. Laparotomia exploratoria e taxas do Grupo Controle

18° G.D. Laparotomia e Taxas - Grupo Controle

TAXAS DE PERDAS (%)
Rato  Corpos Fetos Fetos Sitios Sitios Pré Pos
Luteos Vivos Lise Reabsorcio Implantacio Implantacio Implantacio
1 12 11 0 2 11 8,33 0,00
2 10 10 0 0 10 0,00 0,00
3 10 10 0 0 10 0,00 0,00
4 10 10 0 0 10 0,00 0,00
5 10 9 0 1 9 10,00 0,00
6 10 10 0 0 10 0,00 0,00
7 11 10 0 0 10 9,09 0,00
8 12 11 0 2 11 8,33 0,00
9 10 10 0 0 10 0,00 0,00
10 10 10 0 0 10 0,00 0,00
11 11 10 0 1 10 9,09 0,00
12 10 10 0 0 10 0,00 0,00
13 10 9 1 0 9 10,00 0,00
14 10 10 0 0 10 0,00 0,00
15 11 11 0 0 11 0,00 0,00
16 10 10 0 0 10 0,00 0,00
17 10 10 0 0 10 0,00 0,00
18 10 10 0 0 10 0,00 0,00
19 10 9 0 1 9 10,00 0,00
20 10 10 0 0 10 0,00 0,00
MEDIA 10,35 10,00 0,05 0,35 10,00 3,38 0,02
DESVIO 0,67 0,56 0,23 0,67 0,56 16,23 0,00
EPM 0,15 0,13 0,05 0,15 0,12 3,61 0,00
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Tabela 35. Laparotomia exploratoria e taxas do Grupo Isoflavona 10mg/Kg

18° G.D. - Laparotomia e Taxas - Isoflavona 10mg/Kg

TAXAS DE PERDAS (%)
Rato  Corpos Fetos Fetos Sitios Sitios Pré Pos
Luteos Vivos Lise Reabsorcio Implantacio Implantacio Implantacio
1 10 8 2 0 8 20,00 0,00
2 10 7 2 1 7 30,00 0,00
3 11 9 2 0 9 18,18 0,00
4 11 10 1 0 10 9,09 0,00
5 10 10 0 0 10 0,00 0,00
6 10 9 0 1 9 10,00 0,00
7 11 10 1 0 10 9,09 0,00
8 9 8 1 0 8 11,11 0,00
9 10 0 10 0 0 100,00 0,00
10 10 7 2 0 0 100,00 0,00
11 10 8 2 0 8 20,00 0,00
12 10 7 2 0 7 30,00 0,00
13 11 9 2 0 9 18,18 0,00
14 10 6 1 2 6 40,00 0,00
15 10 7 2 0 0 100,00 0,00
16 10 8 2 0 8 20,00 0,00
17 9 8 1 0 8 11,11 0,00
18 10 7 2 0 7 30,00 0,00
19 10 9 0 1 9 10,00 0,00
20 10 7 2 0 7 30,00 0,00
MEDIA 10,10 7,70 1,85 0,25 7,00 23,05 0,00
DESVIO 0,55 2,15 2,06 0,55 3,21 30,08 0,00
EPM 0,12 048 0,46 0,12 0,71 6,68 0,00
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Tabela 36. Laparotomia exploratoria e taxas do Grupo Isoflavona 100mg/Kg

18° GD - Laparotomia e Taxas - Isoflavona 100mg/Kg

TAXAS DE PERDAS (%)
Rato  Corpos Fetos Fetos Sitios Sitios Pré Pos
Luteos Vivos Lise Reabsorcio Implantacio Implantacio Implantacio

1 9 7 0 2 0 100,00 0,00

2 10 10 0 0 10 0,00 0,00

3 11 11 0 0 11 0,00 0,00

4 11 10 0 0 11 0,00 9,09

5 10 10 0 0 10 0,00 0,00
6 11 9 1 1 10 9,09 10,00

7 11 11 0 0 11 0,00 0,00
8 10 9 0 0 10 0,00 10,00

9 10 0 10 0 0 100,00 0,00
10 11 0 7 4 0 100,00 0,00
11 10 9 0 0 10 0,00 10,00
12 10 3 0 0 3 70,00 0,00
13 7 0 6 0 0 100,00 0,00
14 8 0 8 0 0 100,00 0,00
15 9 0 9 0 0 100,00 0,00
16 9 0 9 0 0 100,00 0,00
17 7 0 7 0 0 100,00 0,00
18 9 7 0 2 0 100,00 0,00
19 11 9 0 0 10 9,09 10,00
20 8 0 6 0 0 100,00 0,00
MEDIA 9,60 525 3,15 0,45 4,80 54,41 2,45
DESVIO 1,31 4,71 3,96 1,05 5,19 49,13 4,37
EPM 0,29 1,05 0,88 0,23 1,16 10,92 0,97
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Tabela 37. Desenvolvimento filhotes machos — Grupo Controle

Avaliacao desenvolvimento dos filhotes machos — Grupo Controle

PESO

10 70 140 210 Surg. Abert. Desloc. Desc. Sep

Rato PN PN. PN. PN, Pélos Olhos Orelhas Testicular prepucial
(2) (dia pos-natal)
1 7,20 9,30 25,20 54,20 8 14 8 18 38
2 7,20 12,40 20,30 51,60 9 15 9 18 37
3 7,00 12,70 25,10 52,20 8 14 9 18 37
4 7,40 12,90 22,00 53,80 8 14 9 18 37
5 7,20 12,80 21,80 58,40 8 14 9 18 38
6 7,00 11,60 23,60 65,40 9 14 9 18 38
7 7,20 13,80 22,50 66,60 8 14 8 18 37
8 7,60 12,60 27,50 68,60 9 14 8 20 38
9 7,50 12,70 25,60 66,20 9 15 8 22 38
10 6,00 9,00 28,00 66,40 9 15 8 21 37
11 6,50 8,00 25,90 58,90 9 15 8 22 37
12 5,20 8,40 25,50 55,80 9 15 9 22 37
13 7,50 12,50 26,43 62,30 8 14 9 21 38
14 7,00 11,70 25,80 55,40 8 14 9 19 37
15 6,70 8,20 26,80 62,10 9 14 9 24 37
16 6,10 8,60 2530 63,60 9 15 9 23 38
17 5,50 10,20 24,50 63,90 7 12 9 20 37
18 6,60 10,30 23,80 61,10 8 14 9 20 38
19 6,50 10,50 25,40 59,20 7 14 9 22 38
20 6,00 13,40 26,90 54,90 7 14 9 22 38

MEDIA 6,75 11,08 24,90 60,03 8,30 14,20 870 20,20 37,50
DESVIO 0,69 1,94 2,02 532 073 0,70 0,47 1,99 0,51
EPM 0,15 043 045 1,19 0,16 0,16 0,11 0,45 0,11
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Tabela 38. Desenvolvimento filhotes machos — grupo tratado Isoflavona
10mg/Kg

Avaliaciao desenvolvimento dos filhotes machos - Grupo Isoflavona 10mg/Kg

PESO

1°  7°  14° 24°

PN PN. PN. P.N.
(2)

Surg. Abert. Desloc. Desc. Sep

Rato Pélos Olhos Orelhas Testicular preucial

1 7,00 15,40 19,00 39,00 7 14 8 19 36
2 8,00 16,80 20,80 33,60 7 15 7 18 37
3 8,20 15,40 18,40 39,80 7 15 7 17 37
4 7,80 15,40 21,60 35,40 8 14 7 18 37
5 8,20 16,80 20,40 32,50 7 15 7 18 36
6 7,60 15,00 19,00 39,20 7 15 7 18 38
7 7,60 13,00 21,80 32,50 7 15 7 19 38
8 7,50 13,80 22,40 37,20 8 14 8 17 37
9 7,40 14,00 20,40 38,50 8 14 8 17 36
10 8,60 11,80 17,80 36,20 7 15 8 17 36
11 7,80 15,40 21,60 35,40 8 14 7 18 37
12 7,00 15,40 19,00 39,00 7 14 8 19 36
13 8,20 13,60 21,70 38,20 7 14 7 18 36
14 8,20 15,40 18,40 39,80 7 15 7 17 37
15 7,50 13,80 22,40 37,20 8 14 8 17 37
16 7,80 15,40 21,60 35,40 8 14 7 18 37
17 8,20 13,60 21,70 38,20 7 15 7 18 36
18 7,40 14,00 20,40 38,50 8 14 8 17 36
19 8,60 11,80 17,80 36,20 7 15 8 17 36
20 8,20 13,60 21,70 38,20 7 14 7 18 36

MEDIA 7,84 14,47 20,40 37,00 7,35 14,45 7,40 17,75 36,60
DESVIO 046 140 1,57 2,28 049 0,51 0,50 0,72 0,68
EPM 0,10 031 035 0,51 0,11 0,11 0,11 0,16 0,15
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Tabela 39. Desenvolvimento filhotes machos grupo tratado Isoflavona
100mg/Kg

Avaliacao desenvolvimento dos filhotes machos —Grupo Isoflavona 100 mg/Kg

PESO

1° 70 140 210 Surg. Abert. Desloc. Desc. Sep

Rato PN PN. PN. PN. Pélos Olhos Orelhas Testicular preucial
(2 (dia pos-natal)
1 7,00 11,70 20,30 31,60 8 15 7 19 36
2 7,00 12,00 19,80 38,20 8 15 8 19 37
3 6,00 11,70 19,70 41,50 8 15 8 19 37
4 6,00 11,10 19,30 34,90 9 16 8 18 37
5 6,80 11,70 19,40 41,60 9 15 8 18 36
6 6,00 11,60 20,30 39,70 8 15 8 18 38
7 6,20 11,30 21,40 41,00 8 15 8 18 37
8 6,10 11,40 20,00 41,60 8 15 8 19 36
9 6,00 11,00 20,80 38,30 8 15 7 19 38
10 6,36 12,00 20,06 41,50 8 15 8 18 37
11 6,00 11,10 19,30 39,70 8 15 8 19 37
12 7,00 11,70 20,30 31,60 8 15 7 19 37
13 7,00 12,00 19,80 38,20 8 15 7 17 36
14 6,00 11,70 19,70 41,50 8 15 7 19 37
15 6,00 11,10 19,30 3490 9 16 8 18 37
16 6,80 11,70 19,40 41,60 9 15 7 18 36
17 6,00 11,60 20,30 39,70 8 15 8 17 37
18 6,20 11,30 21,40 41,00 8 15 8 18 38
19 6,10 11,40 20,00 41,60 8 15 7 19 38
20 6,00 11,00 20,80 38,30 8 15 8 19 38

MEDIA 6,33 11,51 20,07 38,90 8,20 15,10 7,65 1840 37,00
DESVIO 0,42 033 065 325 041 031 049 0,68 0,73
EPM 0,009 007 014 073 0,09 007 0,11 0,15 0,16
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Tabela 40. Desenvolvimento filhotes fémeas grupo Controle

Desenvolvimento Filhotes Fémeas — Grupo Controle

. . PESO . ,» Surg. Abert. Desloc. Abertura
Rato 1 7 14 21 Pélos Olhos Orelhas cal}al
PN PN. P.N. PN vaginal
(2) (dia pos-natal)
1 5,80 9,00 24,70 4720 7 15 9 38
2 7,20 11,30 23,70 48,00 7 13 8 38
3 6,40 11,80 25,50 45,80 8 14 9 38
4 6,60 12,30 26,00 46,70 8 14 9 37
5 6,90 10,80 23,80 44,60 8 14 9 38
6 6,50 10,00 19,80 31,70 9 14 9 38
7 6,30 10,30 19,20 27,30 9 14 9 38
8 5,60 11,20 21,00 43,60 8 15 9 39
9 6,70 12,00 23,50 46,20 8 13 9 38
10 6,90 12,00 24,20 45,80 8 14 8 38
11 5,70 10,30 19,20 48,10 8 16 9 38
12 6,50 11,00 25,20 39,50 8 14 9 39
13 7,30 945 2320 41,20 8 14 8 39
14 7,40 11,30 20,20 39,60 9 15 8 40
15 7,20 11,70 20,60 39,50 8 14 8 38
16 7,40 13,50 20,90 39,30 8 14 8 38
17 7,30 13,50 21,20 37,30 8 14 8 38
18 6,50 12,80 21,60 37,80 9 14 9 38
19 6,80 13,80 21,50 46,50 8 14 9 38
20 7,50 12,60 23,20 37,90 9 14 8 38
21 7,50 12,80 25,60 45,80 9 15 8 38
22 6,50 10,30 20,00 49,90 9 15 9 38
23 6,30 10,00 18,60 48,70 9 15 9 40
24 6,20 9,50 19,80 40,70 9 15 9 38
25 7,30 12,80 19,00 42,20 8 14 8 39
26 7,40 11,30 20,20 49,20 9 15 8 38
27 7,30 11,70 21,60 39,50 8 14 8 39
MEDIA 6,78 11,45 21,96 42,58 8,30 14,30 8,56 38,30
DESVIO 0,57 1,32 2,29 5,46 0,61 0,67 0,51 0,67
EPM 0,11 025 0,44 1,05 0,12 0,13 0,10 0,13
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Tabela 41. Desenvolvimento filhotes fémeas grupo Isoflavona 10mg/Kg

Desenvolvimento Filhotes Fémeas — Grupo Isoflavona 10mg/Kg

. . PESOO . Surg. Abert.  Desloc. Abertura
Rato 1 7 14 24 Pélos Olhos Orelhas cal.lal
PN PN. P.N. P.N. vaginal
(2) ( dia pos-natal)

1 8,60 9,50 21,10 38,50 8 15 7 37
2 8,20 10,10 18,50 39,80 7 15 7 37
3 7,80 9,50 20,50 39,40 8 15 7 37
4 7,30 11,30 20,40 37,50 8 15 7 38
5 7,20 10,20 19,50 37,80 8 15 8 38
6 7,50 10,00 18,90 36,70 9 15 9 38
7 7,50 10,40 19,70 36,90 7 15 8 38
8 7,20 10,50 19,50 35,60 9 16 8 38
9 7,20 12,10 21,00 37,49 9 17 8 37
10 7,70 10,70 19,54 36,80 9 16 7 37
11 7,45 13,50 19,50 37,30 9 17 8 37
12 7,65 10,30 22,30 36,85 8 17 7 38
13 8,00 11,70 20,50 37,80 8 15 8 37
14 7,34 10,50 22,80 37,20 8 15 8 37
15 7,61 11,90 21,40 38,30 8 15 8 37
16 7,60 12,40 18,90 37,40 8 15 8 37
17 6,80 12,40 20,10 37,50 6 15 7 37
18 7,30 11,80 21,00 37,40 8 15 7 38
19 7,30 10,40 23,10 37,68 9 15 7 38
20 7,00 11,50 24,30 36,70 8 15 8 38
21 6,92 13,50 20,90 32,80 6 16 8 39
22 7,60 12,10 23,50 33,60 6 17 7 39
MEDIA 7,49 11,20 20,77 37,14 7,91 15,50 7,59 37,59
DESVIO 042 1,18 1,59 1,57 0,97 0,80 0,59 0,67
EPM 0,09 0,25 0,34 0,33 0,21 0,17 0,13 0,14

97



C%WO/S/

Tabela 42. Desenvolvimento filhotes fémeas grupo Isoflavona 100mg/Kg

Desenvolvimento Filhotes Fémeas - Grupo Isoflavona 100mg/Kg

o OPESO . ., Surg. Abert. Desloc. Abertura
Rato 1 7 14 24 Pélos Olhos Orelhas cal}al
PN P.N. P.N. P.N. vaginal
(g) ( dia pos-natal)

1 7,20 9,30 22,20 40,00 8 15 7 38
2 7,20 12,40 19,20 39,60 7 15 7 38
3 7,00 12,70 20,60 39,40 8 15 7 37
4 7,40 12,90 20,90 39,30 8 15 7 37
5 7,20 12,80 21,00 37,30 8 15 8 38
6 7,00 11,60 20,60 37,80 9 15 9 38
7 7,20 13,80 21,60 36,30 7 15 8 37
8 7,50 12,60 17,10 37,90 9 16 8 37
9 7,50 12,70 15,60 25,80 9 17 8 38
10 6,70 9,00 16,80 29,80 9 16 7 38
11 6,50 8,00 15,90 26,70 9 17 8 38
12 6,70 8,40 15,50 29,50 8 17 7 39
13 7,30 12,50 19,00 30,70 8 15 8 37
14 7,20 10,30 22,20 37,50 8 15 8 40
15 7,20 13,20 19,20 35,20 8 15 8 37
16 7,10 11,78 22,70 30,40 8 15 8 38
17 7,40 14,30 21,60 38,50 6 15 7 37
18 7,30 15,50 22,10 35,30 8 15 7 38
19 7,00 12,20 21,70 35,80 9 15 7 38
20 7,30 14,30 21,65 35,30 8 15 8 38
21 7,60 12,60 18,30 28,80 6 16 8 37
22 7,60 12,70 17,30 25,80 6 17 7 37
23 6,45 10,00 17,30 26,80 8 16 7 40
24 6,50 9,00 16,60 26,70 8 17 7 38
25 6,50 8,40 16,30 23,90 8 17 9 39
26 8,00 13,20 20,00 30,70 6 15 7 37
27 7,60 10,20 23,20 38,60 6 15 7 39
28 7,80 12,40 19,20 34,70 6 15 7 39
29 7,20 12,75 21,60 35,40 7 15 9 38
MEDIA 7,18 11,78 19,55 33,43 7,69 15,55 7,59 37,93
DESVIO 0,40 198 241 5,07 1,04 0,83 0,68 0,88
EPM 0,07 037 045 094 0,19 0,15 0,13 0,16
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Tabela 43. Avalia¢cao da fase do ciclo estral em 15 dias consecutivos de ratas do
grupo Controle

Ciclo Estral — Grupo Controle

Dias de Observacao

Rata 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
1 E M M M- E MM D E M D P- E M M
D E
2 M D- E M D P E M M D- E M M M- E
P P D
3 M D P- E MM P E MM D P- M M- P-
E E D E
4 M M- E M P- E MM D- E M M P E
D E P
5 E M MM- E MM D E M D P E M M
D E
6 E M M M- E M D P- E M D P~ E M M
D E E
7 M- E M M P- E MM D E M D E E M
D E
8 E M M M- E MM D E M D P~ E M M
D E
9 D- E M M D- E M M E M M D D- E M
P P P
10 D D- P- E M D P- E M D P E M M- P-
P E E D E
1 D- - E M D P E E- D D- P P- E M D
P E M P E
12 P- E M M- - E M D D D- E M M- D P-
E D E P D E
3 D- - E M D P E E- D D- P P- E M D
P E M P E
4 P- E M M D D- P- E M M- P P- E M D
E P E D E
s D D- p- E M D P- E M D D E M M- P
P E E D
D =diestro P =proestro E =estro M = metaestro
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Tabela 44. Avalia¢cao da fase do ciclo estral em 15 dias consecutivos de ratas do
grupo Isoflavona 10mg/kg.

Ciclo Estral — Grupo Isoflavona 10mg/kg

Dias de Observacao

Rata 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
1 E E MM- E M MD E MMP E MM
D E
2 D- E MM D- EMME MM D D- E
P P P
3 M M D- E M E ME M M- P- E M- D P-
P D E D I8
4 E EMM- EMMD E MMP E MM
D E
s M D D P E MMUD D- E MMM D- E
P P
6 D- E MM D- E EM M E MM D- E M
P P P
7 M D P~ E MM P E MM D P- M M- P-
E E D E
8§ M M-P- E MM MP E E MMM P- E
D E E E
9 M p~- EM D P EMM P E MM P E
E E E E
10 P E M M D D E M M- P- E M M- D- E
D E D P
1 M D P- E M E P E MM D P~ M M- P-
E E D E
2 D E M M M- E MM D P- M D P- E M
D E E
3 M M-P- E M MM?P E E MMM P- E
D E E E
4 M- E E M M M- P- E MM D E MMM
D D E
s D D- b- E M D P- E M D P E M M P-
P E E E
D =diestro P =proestro E =estro M = metaestro
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Tabela 45. Avaliag¢ao da fase do ciclo estral em 15 dias consecutivos de ratas do
grupo Isoflavona 100mg/kg

Ciclo Estral — Grupo Isoflavona 100mg/kg

Dias de Observacao

Rata 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15
1 D P~ EM MM P~- M D D- E M M- P E
E D E P D
2 M D- EM D P E M M D- E M M M- E
P P D
3 M M D- E M E M E M M- P- E M- D P-
P D E D I8)
4 M M D E M E M E M D P- E M- D D
E D
5 M D D P E M M D D- E M M M D- E
P P
6 M D P- E MM P E MM D P- M M- P-
E E D E
7 M- E MM P E MM D E M D E E M
D E
8 M M P- EMMMP E E MMM P P
E E E
9 M P- EM D P~ EMM P- E M P- E
E E E E
10 P E MM D D E M M- P- E M M- D- E
D E D P
1 M D P- E MM P E M M D P- M M- P-
E E D E
2 D E M MM E M M D P~- M D P- E M
D E I8
3 P~ EM D P- E MM P~ E MM P P- E
E E D E E
4 D- E M M D- E E M M E M M D- E M
P P P
s M D pP- E MM P E M M M- P- M M- P-
E D E D E
D = diestro P =proestro E =estro M = metaestro
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Tabela 46. Duragdo do estro em horas obtido da verificacdo da fase do ciclo

estral em 15 dias consecutivos dos grupos Controle, Isoflavona
10mg/kg e Isoflavona 100mg/kg.

Duracio do Estro

Dias

Controle Isoflavona 10mg/kg Isoflavona 100mg/kg

O X AN N AW -

24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24/24=24
24/24/24/48=30
24/24/24=24
24/24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24/24=24

48/24/24/24=30
24/24/24/24=24
24/24/24/24=24
48/24/24/24=30
24/24/24=24
24/48/24/24=30
24/24/24=24
24/48/24=32
24/24/24/24=24
24/24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/48/24=32
48/24/24=32
24/24/24=24

24/24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24/48=30
24/48/24=32
24/24/24/24=24
24/24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24=24
24/24/24/24=24
24/48/24/24=30
24/24/24=24

24,40
1,55
0,40

26,80
3,61
0,93

25,33
2,80
0,72
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Tabela 47. Numero de estros obtidos da verificagao da fase do ciclo estral em 15
dias consecutivos de ratas dos grupos Controle, Isoflavona 10mg/kg
e Isoflavona 100mg/kg.

Numero de Estros

Dias Controle Isoflavona 10mg/kg Isoflavona 100mg/kg
1 4 4 4
2 4 4 4
3 3 4 4
4 4 3 4
5 4 3 3
6 4 4 2
7 4 2 4
8 4 3 3
9 4 4 4
10 3 4 4
11 3 3 2
12 3 3 3
13 3 3 4
14 3 3 4
15 3 3 2
Média 3,53 3,33 3,40
Desvio 0,52 0,61 0,82
EPM 0,13 0,15 0,21
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