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RESUMO

No presente trabalho avaliou-se os efeitos de duas formulagdes fitoterapicas
comerciais contendo soja [Glycine max (L.) Merr], Soyfemme® da Ache Laboratérios
Farmacéuticos S.A e Isoflavine® da Herbarium Laboratorio Botanico Ltda. sobre a
fertilidade e o desenvolvimento ponderal de ratos Wistar, bem como o desenvolvimento
ponderal das progénies. As dosagens foram obtidas através da recomendagdo dos
fabricantes sendo a dose terapéutica recomendada 4,3 mg.kg™. Constituiram-se oito
grupos experimentais, um grupo controle negativo (GC-) que recebeu agua destilada,
um grupo controle positivo (GC+) que recebeu isoflavonas semelhantes as da soja na
dose de 4mg.kg-1, trés grupos tratados com o fitoterapico Soyfemme® e trés grupos
tratados com Isoflavine® em trés doses 4,3mg.kg™, 21,5mg.kg? e 43mg.kg™,
respectivamente, GS1, GS2, GS3 e GI1, GI2, GI3. Os animais foram tratados
diariamente por via oral, em fases determinadas. Os machos foram tratados durante 91
dias, sendo 70 dias antes do acasalamento e o restante durante o acasalamento. As
fémeas foram tratadas antes e durante o acasalamento, gestacdo e lactacdo. Metade das
fémeas prenhes sofreu cesariana no 21° dia de gestacdo, o restante das fémeas pariu a
termo e as suas proles foram avaliadas até a manifestacdo das caracteristicas sexuais nos
machos (descida dos testiculos a bolsa escrotal e separacdo prepucial) e nas fémeas
(abertura do canal vaginal) e até a realizacdo do teste de comportamento em campo
aberto, aos 75 dias de idade. Os resultados mostram que as formulacdes fitoterapicas
ndo interferiram no desenvolvimento ponderal dos machos tratados nem das suas
progénies, mas interferiram no desenvolvimento ponderal das fémeas antes do
acasalamento. As formulacdes fitoterapicas interferiram no numero total de
espermatozdides armazenados na cauda do epididimo e na morfologia espermatica nos
grupos tratados de forma dose dependente. O nimero de espermatozéides x 10°
armazenados na cauda do epididimo (x £ epm) foi de (GC- = 1978,8 + 184,4; GC+ =
1322 + 142,6; GS1 = 1735 + 90,3; GS2 = 1448,3 + 222,3; GS3 = 1174 + 219,8; GI1 =
2071,6 £ 156,5; GI2 = 1864 + 203,2; 1121,7 £ 175,9). O percentual de alteracdes
morfoldgicas nos espermatozoides foi de (GC- = 6%; GC+ = 8,8%; GS1 = 13,3%; GS2
= 19,7%; GS3 = 22,6% e GI1 = 12,3%; GI2 =28,8% e GI3 =27,7%). As taxas de



acasalamento apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle negativo nas trés doses do fitoterapico Isoflavine® (GC- = 69,2%; GC+ =
45,5%; GI1 = 22,2%; GI2 = 22%; GI3 = 37,5%) enquanto que 0s grupos tratados com o
fitoterapico Soyfemme®, apenas a dose maior (GC- = 69,2%; GS3 = 30%). As taxas de
gestacdo apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle negativo no grupo controle positivo e a dose maior do fitoterapico Isoflavine®
(GC- = 81,3; GC+ = 20%; GI3 = 0%). As taxas de perdas pds-implantacdo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
negativo em diferentes doses testadas dos dois fitoterapicos (GC- = 0%; GS3 = 21%j;
Gl1 = 11,1%; GI2 = 8%). As taxas de parto foram diferentes estatisticamente do grupo
controle negativo nos dois fitoterapicos (GC- = 100%; GS2 = 50%; GI2 = 50%). As
taxas de desmame e viabilidade foram diferentes em relagdo ao grupo controle negativo
apenas os grupos do fitoterapico Soyfemme® (GC- = 100%; GS2 = 0%; GS3 = 61,5).
Na taxa de viabilidade GS2 diferiu de GC- (GC- = 100%; GS2 = 60%). Nas taxas de
natalidade, apenas a maior dose do fitoterapico Isoflavine® apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle negativo (GC- = 100%; GI2
= 55,5%). As fémeas tratadas como fitoterapico Soyfemme® que sofreram cesarianas
foram diferentes estatisticamente do grupo controle negativo no nimero de filhotes e no
peso do utero gravidico. Com relacdo as progénies, nao houve alteracGes nos grupos, no
que se refere ao desenvolvimento ponderal individual, na massa corporal total da

ninhada e no teste de comportamento em campo aberto.



ABSTRACT

In these work the effects of two commercials phytoterapics formulations
containing [Glycine max (L.) Merr] soy Soyfemme® of Ache Laboratorios
Farmacéuticos S.A and lIsoflavine® of Herbarium Laboratdrio Botanico Ltda were
evaluated on fertility, development weight of Wistar rats and of their offspring. Doses
was obtained through the manufacturer recommendation be the therapeutical dose 4,3
mg.kg™. The animals were divided in eight experimental groups, one negative control
group (GC-), that received distillated water, one positive control group (GC+), that
received similar soy isoflavones and three groups were treated with phytoterapic
formulation Soyfemme® and three groups were treated with phytoterapic formulation
Isoflavine® in three doses, 4,3mg.kg™, 21,5m.kg™ and 43mg.kg™, respectively, GS1,
GS2, GS3 and Gl1, GI2, GI3. The animals were treated daily orally, in determined
phases. The males were treated during ninety days, seventy days before the mating and
twenty one during the mating. The females were treated before and during the mating,
pregnancy and lactation. Half of the pregnant females were submitted to a cesarean
section on the 21st day of pregnancy. The rest of the female were allowed to give birth,
and their pups were evaluated until the manifestation of the sexual characteristics and
until open field habituation task. The results showed that phytoterapics formulations
have not interfered in the weight development of the male treated and neither their
offspring but, have interfered weight development before mating females. Both
phytoterapics formulations have interfered in the total number of spermatozoa stored in
the caudal epididymis and the sperm morphology, in dose dependency. The number of
stored spermatozoa in the caudal epididymis (x £ epm) was GC- = 1978,8 + 184,4;
GC+ = 1322 + 142,6; GS1 = 1735 £ 90,3; GS2 = 1448,3 + 222,3; GS3 = 1174 +
219,8; GI1 = 2071,6 + 156,5; GI2 = 1864 + 203,2; 1121,7 + 175,9. The percentage of
morphologic modifications in the sperms was: GC- = 6%; GC+ = 8,8%; GS1 = 13,3;
GS2 = 19,7; GS3 = 22,6 e GI1 = 12,3%; GI2 =28,8% e GI3 =27,7%. The index the of
mating have presented statistic difference among the groups in three doses the
Isoflavine® related to the negative control group (p < 0,01) (GC- = 69,2%; GC+ =
45,5%; GI1 = 22,2%; GI2 = 22%; GI3 = 37,5%) while the groups treated with



Soyfemme® only the higher dose (GC- = 69,2%; GS3 = 30%). The index of pregnancy
have presented statistic difference among the groups related to the negative control
group in the positive control group and the Isoflavine® higher dose (p < 0,01) (GC- =
81,3; GC+ = 20%; GI3 = 0%). The index of pos-implantation loss presented statistic
difference among the groups related to the negative control group in different doses in
both phytoterapics (GC- = 0%; GS3 = 21%; GI1 = 11,1%; GI2 = 8%). The delivery
index were different statistically to the negative control group in both phytoterapics
(GC- = 100%; GS2 = 50%; GI2 = 50%). The index of the weanling and viability was
different statistically related to the negative control only Soyfemme® (GC- = 100%;
GS2 = 0%; GS3 = 61,5%). The viability index (GC- =100%; GS2 = 60%). In the birth
index only the higher dose presented statistic difference related to the negative control
group lIsoflavine® phytoterapic (GC- = 100%; GI2 = 55,5%). Females treated with
Soyfemme® in the higher doses submitted to a cesarean section were different
statistically to the negative control group in the pup numbers and the uterine gravidic
weight. Concerning the pups there wasn’t any modification among the groups in terms
of individual weight development, in the weight young’s and the open field habituation
task.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a medicina progride em todos os sentidos, mas o interesse pela
fitoterapia e pela homeopatia como opc¢des terapéuticas vem crescendo dia a dia.
Calcula-se que o Brasil disponha de algo entre 60 a 250 mil espécies vegetais onde 40%
delas devem conter propriedades terapéuticas (OLIVEIRA & AKISSUE, 1989). Como
proposito de aperfeicoar este arsenal medicamentoso, 0 homem tem se valido da ciéncia
que Ihe possibilitou conhecer inimeras substancias e processos elaborados pela natureza
e criar diversos outros compostos quimicos de uso medicinal (CASTRO & CHEMALE,
1995).

A grande procura por alternativas naturais, para prevenir e curar
enfermidades aumentou o consumo de plantas medicinais sob a forma de chas ou outras
preparacOes da planta e formas farmacéuticas. Com isso, alguns principios ativos pouco
estudados se tornam um perigo real para a satde da populagéo. Para tanto, os estudos da
toxicidade pré-clinica, além da avaliacdo da seguranca e eficacia dos fitoterapicos se

tornam de extrema importancia.

A legislacdo brasileira sobre medicamentos é de responsabilidade da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude e, em sua
resolugdo RDC n° 48, e resolucbes RE n° 88, 89, 90 e 91 de 16 de margo de 2004,
normatiza o registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil. A legislacdo estabelece
que a seguranca de uso e as indicacdes terapéuticas deverdo ser validadas através de
uma de trés opces: 1. Atingir pontuacdo (minimo 6 pontos) com estudos publicados em
obras da “lista de referéncias bibliograficas para avaliacdo de seguranca e eficacia de
fitoterapicos” publicada periodicamente em funcdo da experiéncia acumulada pela area
de registro de fitoterapicos da ANVISA com apoio de consultores externos; 2.
Apresentar comprovacdo de seguranca de uso (toxicologia pré-clinica, toxicologia
clinica) e eficacia terapéutica (farmacologia pré-clinica, farmacologia clinica) do
medicamento. Para os ensaios de toxicologia pré-clinica as resolucbes preconizam a
utilizacdo do “Guia para realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos” e; 3. Apresentar levantamento bibliografico (etno-farmacolégico e de
utilizacdo, documentacdo técnico-cientifica e publicacdes) que é avaliado com critérios
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de indicacao de uso (episodica ou para curtos espacos de tempo), coeréncia com relacéo
as indicacOes terapéuticas propostas, auséncia de risco toxico ao usuario, auséncia de
grupos ou substancias quimicas toxicas, ou presentes dentro de limites
comprovadamente seguros e, comprovagdo de uso por um periodo igual ou superior a

20 anos.

A legislacdo estabelece ainda a existéncia de uma “Lista de registro
simplificado de fitoterapicos” na qual estdo presentes fitoterapicos que nao necessitam
validar as indicacgdes terapéuticas e a seguranca de uso, desde que as especificagdes ali
citadas sejam integralmente respeitadas. As especificagdes sdo; parte usada,
padronizacdo, forma de uso, indicagdes/acOes terapéuticas, dose, via de administracéo,

posologia e restri¢cdo ao uso.

As isoflavonas sdo compostos quimicos fendlicos e estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal. As concentracGes destes compostos sdo relativamente
maiores nas leguminosas e, em particular, na soja (Glycine max (L.) Merr), possuindo
diversas propriedades bioldgicas (atividade antioxidante, inibicdo da atividade
enzimatica e outras) que podem influenciar muitos processos bioquimicos e
fisiologicos. As isoflavonas possuem estrutura quimica semelhante a dos estrogenos,
tais como o 17 B-estradiol (SETCHELL, 1998).

Duas das preparacdes fitoterapicas contendo soja [Glycine max (L.) Merr.],
Soyfemme® da Ache Laboratérios Farmacéuticos S.A e Isoflavine® da Herbarium
Laboratdrio Botanico Ltda. obtiveram registro junto a ANVISA antes das publicacBes
das resolugcdes. Embora constem na categoria de “fitoterapicos simples”, ndo foram
incluidos na “Lista de registro simplificado de fitoterapicos”. A validade do registro de
ambos os fitoterapicos se encerra respectivamente em 04/2008 e 11/2007. Independente
da forma pela qual a solicitagdo de renovacdo de registro for encaminhada, os
fabricantes alertam que os dois fitoterapicos ndo devem ser usados durante a gestacao e
lactacdo. A justificativa apoiada por ampla revisdo de literatura é de que “ndo ha
estudos disponiveis suficientes sobre a teratogenicidade de preparacbes com alta
concentracdo de isoflavonas, bem como néo h& evidéncias cientificas disponiveis sobre
a seguranca de seu emprego durante a gestacdo e lactacdo, devendo seu uso ser evitado

nessas situacdes”.

Baseado na necessidade explicita de dados sobre a toxicidade reprodutiva de
preparagdes fitoterapicas que contenham isoflavonas da soja, o presente estudo pretende
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avaliar os efeitos das duas preparacGes fitoterapicas, usando o0s modelos
internacionalmente recomendados para avaliacdo de toxicidade reprodutiva em ratos
Wistar.

Os estudos recomendados pela FDA, OECD e ANVISA, divididos em
segmentos I, Il e Il devem ser usados para avaliar: |. Toxicidade crénica, II.
Teratogenicidade e; I11. Toxicidade peri e pos-natal. O Segmento | é usado para avaliar
toxicidade cronica, com avaliacdo dos efeitos na fertilidade de machos e fémeas,
formagdo e maturacdo espermaticas, acasalamento e fertilizagdo, com machos tratados

antes e durante o acasalamento e fémeas antes e durante a gestagéo e lactagéo.

1.1. Fitoterapia no Brasil

O desenvolvimento de fitoterdpicos inclui vérias etapas e envolve um
processo interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional. As areas de conhecimento
envolvidas vao desde a antropologia botanica, botanica, agronomia, ecologia, quimica,
fitoquimica, farmacologia, toxicologia, biotecnologia, quimica organica até a tecnologia

farmacéutica.

Estes produtos naturais podem ser tdo eficientes quanto os produzidos pela
sintese quimica, contudo a transformacao de uma planta em um medicamento deve visar
a preservacdo da integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a
constancia de sua agdo bioldgica e a sua seguranca de utilizacdo, além de valorizar seu
potencial terapéutico. Para atingir esses objetivos, a producdo de fitoterapicos requer,
necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos boténicos, agrondémicos,
fitoquimicos, farmacologicos, toxicologicos, de desenvolvimento de metodologias
analiticas e tecnoldgicas (MIGUEL & MIGUEL, 1999).

A legislacdo em vigor, ainda incipiente, visa regulamentar e oficializar o
desenvolvimento e o uso de fitoterapicos, de modo a contrapor a expressdo que
comumente se ouve tanto dos usuarios quanto dos profissionais da saude que, no
momento da prescricdo e dispensacdo, referem “o que é natural ndo possui efeitos
colaterais”. Tal afirmacdo é enganosa e remete a inlmeros riscos a satde da populacéo.
Diversos autores tém demonstrado que as plantas medicinais possuem efeitos
indesejaveis e muitas vezes toxicos e consideram-se ainda as Resolugfes da Anvisa, que

regulamentam a coleta, o estudo farmacoldgico e toxicoldgico de drogas, incluindo a
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Resolucdo que regulamenta o registro dos fitoterapicos (Anvisa, 2004). Também a
polémica lei de patentes, onde as comunidades nativas possuem seu conhecimento
explorado e discutido, mas ndo possuem direito ao lucro obtido dele. A menos que
providenciem o registro em cartério da planta e do seu uso pela propria comunidade,
para que esta, mesmo que indiretamente, possa ser beneficiada pelos resultados obtidos

a partir da exploracdo de seu conhecimento (Anvisa, 1996).

Infelizmente, o estado de arte da maioria dos fitoterapicos fabricados
atualmente pela industria brasileira estd fundamentado somente no uso popular das
plantas sem nenhuma comprovacdo pré-clinica nem clinica, ndo podendo, portanto ser
competitivo a nivel nacional e muito menos internacional. Esta situacdo podera levar ao
desaparecimento das inddstrias nacionais de fitoterapicos. Diante desta perspectiva,
indaga-se permanentemente quais seriam os fatores responsdveis por esta grave
situacdo. Evidentemente sdo vérios e de diferentes niveis de responsabilidade.
(PEDROSA et al, 2001).



23

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos botanicos de Glycine Max (L.) Merr.

A soja cultivada comercialmente hoje (Glycine max (L) Merrill) € uma
planta herbacea, incluida na classe Dicotyledoneae, ordem Fabales, familia
Leguminosae, subfamilia das Papilionoideae, género Glycine L. (Figura 1) (SOUZA &
LORENZI, 2005).

E uma planta com grande variabilidade genética, tanto no ciclo vegetativo,
periodo compreendido da emergéncia da plantula até a abertura das primeiras flores,
como no reprodutivo, periodo do inicio da floracdo até o fim do ciclo da cultura, sendo
também influenciada pelo meio ambiente (CISOJA, 2007). Os grdos da soja sdo as

partes da planta mais utilizadas, possuindo maltiplos proveitos (Figura 2).

Hé& grande diversidade de ciclo. De modo geral, os cultivares brasileiros tém
ciclos entre 100 e 160 dias, e podem ser classificados em grupos de maturacao precoce,

semiprecoce, médio, semitardio e tardio, dependendo da regido (CISOJA, 2007).

Figural. Soja. Fonte: www.cisoja.com.br.

No Brasil, a soja tem ampla distribuicdo geogréfica, a producdo em larga
escala de soja iniciou pelo Rio Grande do Sul, expandindo-se para Santa Catarina,
Parand, Séo Paulo, Minas Gerais e regido centro-oeste, sendo hoje cultivada em
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praticamente todo o pais. A producdo mundial de soja em 2005 foi de 190 milhdes de
toneladas (WIKIPEDIA, 2006).

Figura2. Grédos de soja. Fonte: www.cisoja.com.br

2.1.1. Isoflavonéides

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios de vegetais e constituem uma
importante classe de polifendis, presentes em relativa abundancia no reino vegetal. Os
isoflavonoides sdo uma classe de flavonoides de distribuicdo taxonémica restrita, em
Gymnospermae foi relatada somente em 2 géneros (Podocarpus e Juniperus) e em
Angiosperamae somente na familia Fabaceae. Sdo caracterizados por uma cadeia arila-
C3-arila, do tipo difenil-1,2-propano. Esta classe de flavondides apresenta uma
diversidade estrutural importante: além de isoflavonas (Figura 3), isoflavononas,
isoflavenos e aril-3cumarinas encontram-se estruturas ciclizadas como pterocarpanos,
cumestanos, cumaronocromas, sendo que algumas possuem um carbono suplementar
(rotendides) (ZUANAZZI, 1999).

Figura 3. Formula estrutural caracteristica da isoflavona.
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As trés propriedades bioldgicas mais importantes dos isoflavonoides sdo:
atividade estrogénica das isoflavonas e cumestanos, antifungicas e antibacterianas
(fitoalexinas) dos isoflavondides e as propriedades inseticidas dos rotendides
(ZUANAZZI, 1999).

Os isoflavonodides tém sido associados a diversos beneficios a saude, tais
como: prevencdo de doencas cardiovasculares, combate ao colesterol, prevencao de
cancer e osteoporose, e alivio dos sintomas da menopausa, entre outros (EMBRAPA,
2006).

As isoflavonas ocorrem naturalmente nos gréos de soja e na maioria dos
produtos de soja ocidentais, como B-glicosideos conjugados, B-glicosidases e enzimas
intestinais. Sdo isolados trés tipos principais de isoflavonas da soja, a genisteina, a
daidzeina e a gliciteina. A daidzeina e a genisteina e seus derivados glicosilados podem
atingir 3g/Kg nos gréos da soja. Os trés tipos de isoflavonas estdo presentes em quatro
formas isoméricas: agliconas, glicosideos, acetilglicosideos e malonilglicosideos
(WANG & MURPHY, 1994).

Os teores de isoflavonas nas suas diferentes formas variam de acordo com
condicBes climéticas e do cultivar analisado. Segundo Carrdo-Panizzi et al. (1999) a
concentracdo de isoflavonas em soja é geneticamente determinada e afetada pelos
fatores ambientais, como a temperatura local. Park et al. (2001) analisaram os teores de
isoflavonas em cultivares de soja e o efeito da temperatura na extracdo das isoflavonas.
O aquecimento a 121 °C durante 40 minutos promoveu uma reducdo de até 17,6 vezes
no teor das malonil-isoflavonas e um aumento de aproximadamente 2,5 vezes na

concentracdo de glicosil-isoflavonas.

Glicosil-isoflavonas, como genistina e daidzina possuem menos atividade
bioldgica, que suas formas agliconas, genisteina e daidzeina, e sdo as principais formas

encontradas no grao de soja (PARK, et al., 2001).

Além das isoflavonas, hd outras substancias presentes nos grdos da soja,
dentre esses compostos estdo as fibras, os oligossacarideos, os inibidores de proteases e
as saponinas (EMBRAPA, 2006).
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2.2. Consideracdes historicas

A soja (Glycine max (L.) Merr.), espécie de grande valor econémico, teve
como centro de origem o continente asiatico, mais precisamente a regido correspondente
a China Antiga. Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo, vindo atras
apenas dos Estados Unidos. Outros grandes produtores sdo a Argentina, a China e a
india (WIKIPEDIA, 2006).

As evidéncias histdricas ddo conta de que a soja foi “domesticada” no
século XI A.C., na regido do Vale do Rio Amarelo no norte da China, sendo
provavelmente este seu local de origem. As referéncias mais antigas sobre a soja na
literatura parecem estar contidas no livro intitulado “Pen Ts’ao Kang Mu” ou “Matéria
Medica” escrito pelo imperador Shen Nung, no ano de 2838. A.C. Ha registros de varias
tentativas posteriores no sentido da “domesticacdo”, que parece ter sido obtida
efetivamente no século XI A.C., durante a dinastia Shang (EMBRAPA, 2006).

No ocidente, onde permaneceu como curiosidade botanica por quatro

séculos, a soja chegou entre o final do século XV e inicio do XVI, em decorréncia das



27

substitutivos do café. Os gréos processados originam um 0Oleo semi-seco comestivel,
usado na producdo de 6leos para saladas, margarina e manteiga vegetal. O Oleo €
utilizado industrialmente na producdo de tintas, sabdo, inseticidas e desinfetantes. As
lecitinas obtidas como subprodutos da industria do 6leo sdo usadas como agentes
umidificantes e estabilizantes na industria de alimentos, cosméticos, produtos
farmacéuticos, couro, tinta, plastico, sabao e detergentes. A farinha de soja € uma rica
fonte protéica para alimentacdo animal. Proteinas extraidas da farinha e dos grdos de
soja s@o usadas na producdo de fibras sintéticas, adesivos, colas, fibra téxtil entre outros.
A farinha de soja é usada em padarias e outros produtos alimenticios, bem como na
condicdo de aditivo a produtos carneos e elementos nutricionais (nutracéuticos). As
por¢des vegetativas da planta sdo usadas para confeccdo de silagem, feno ou forragem
(DUKE, 1981).

Transformada em matéria-prima para combustivel, a soja virou alvo de
especulacdo, os precos do grao decolaram com a divulgacao dos estoques americanos de
milho, agora aplicado no etanol, e com a quebra de mais da metade da safra de trigo na

Australia. O mercado ficou especulativo e o fato de a soja ter
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acelerou-se. Em 15 anos, se ndo mudar a tendéncia, ndo sobrardo mais do que alguns
fragmentos do Cerrado (MARANDU, 2007).

A soja, que desperta a ira dos ambientalistas pela esmagadora expansdo de
suas variedades transgénicas, soma uma nova acusacgdo: pressionar as florestas
amazonicas brasileiras. Embora os cultivos dessa oleaginosa ndo substituam diretamente
areas de mata da Amazonia, sua expansao em zonas proximas eleva o preco da terra e
“empurra” outras atividades menos rentaveis que avancam sobre a mata, como a
pecuéria. Além disso, o cultivo da soja, atualmente o principal produto de exportacao
brasileiro, progride acompanhado pela criacdo de infra-estrutura para transporte, que €
um grande vetor de desmatamento (TIERRAMERICA, 2007).

2.4. Fitoestrogenos

As isoflavonas presentes na soja pertencem a familia dos polifendis, uma
grande classe de substancias sintetizadas pelas plantas. Além da atividade antioxidante,
comum aos polifendis, as isoflavonas por sua semelhanca estrutural ao estrégeno
humano, determinam efeitos estrogénicos importantes, sendo por isso referidos como
fitoestrogenos (WANG & MURPHY,1994).

Os estrogénios sdo responsaveis pelas caracteristicas femininas, controle
reprodutivo e gestacdo, influenciam a pele, os o0ssos, sistema cardiovascular e
imunidade. Os estrogénios enddgenos, como o estradiol, ttm em geral meia-vida curta,
ndo se acumulam nos tecidos, sdo facilmente metabolizados no figado e sdo mais
potentes que qualquer estrogénio sintético, excecédo feita ao dietilestibestrol (TAPIERO
etal., 2002).

As isoflavonas presentes na soja sdo hidrolisadas no intestino por f-
glicosidades, liberando as agliconas que s&o farmacologicamente ativas. Elas podem ser
absorvidas ou fermentadas pela microflora intestinal, dando origem a metabdlicos
especificos. A biodisponibilidade € influenciada pela capacidade da microflora intestinal
em converter as isoflavonas em suas formas ativas. A genisteina € biotrasformada em p-
etilfenos e a daidzeina em equol ou O-demetilangolesina. Predominantemente absorvida
no jejuno, a forma agliconica das isoflavonas é transportada ao figado, onde realiza

ciclo éntero-hepatico. Parte das isoflavonas alcanca a circulacdo sistémica sendo
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distribuida pelo organismo. A eliminacdo € predominantemente renal, de forma
semelhante aos estrogenos endogenos (WANG & MURPHY, 1996).

A propriedade estrogénica e antiestrogénica dos fitoestrogenos depende da
concentracdo dos mesmos, da concentracdo dos esterdides sexuais enddgenos e do
orgdo 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 f Os - «
receptores (RE- a) sdo 0s principais receptores encontrados na mama e no Utero, e 0s f3 -
receptores (RE- B) no 0sso e no sistema cardiovascular. O estradiol tem afinidade por
ambos receptores, enquanto as isoflavonas sdo mais seletivas para os RE-  , na
proporcao de 1/20 para o a e 1/3 para o B (NACHTIGALL, 2001).

Na pré-menopausa, quando a concentracdo hormonal é elevada os RE estdo
ocupados e as isoflavonas competem pelos sitios receptores. Como apresentam menor
atividade bioldgica que os estrogenos enddgenos, o resultado é uma fraca acao anti-
estrogénica das isoflavonas. A esta acdo € atribuida a diminuicdo do risco de cancer
horménio dependente. Na pods-menopausa, quando a concentracdo do estrégeno
enddgeno diminui em média 60%, os receptores ficam mais disponiveis, favorecendo a
fraca agdo estrogénica das isoflavonas, acabando por compensar a deficiéncia do
horménio (SETCHELL & CASSIDY, 1999).

2.5. Usos médicos

Ha farta literatura referente aos usos da soja e de suas isoflavonas para a
prevencdo e tratamento de doengas. Além da substituicdo do leite animal em criangas
com manifestacGes alérgicas, as principais indicacdes terapéuticas sao: tratamento de
sintomas pré e pds-menopausa na prevencdo da osteoporose, na prevencéo e tratamento
de cancer, na prevencao de doengas cardiovasculares e como auxiliar no tratamento do

diabetes.

Com relacdo aos usos peri-menopausa, estudos multicéntricos sao
contraditorios. Brzezinski et al. (1997) concluiram através de um estudo com 145
mulheres p6s-menopausa, recebendo dieta rica em fitoestrégenos durante 12 semanas,
que houve reducdo dos sintomas de menopausa em 50%, dos fogachos em 54% e da
secura vaginal em 60%. Albertazzi et al. (1999) e Upmalis et al. (2000), realizando

estudos multicéntricos, duplo-cegos, randomizados e conta-placebo, concluiram que os
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fitoestrogenos aliviaram sintomas vasomotores, diminuiram a incidéncia e severidade
das ondas de calor. Secreto et al. (2004), realizando estudo multicéntrico, duplo-cego,
randomizado concluiram, por sua vez, que os resultados ndo mostraram qualquer
vantagem de isoflavonas e melatonina sobre o placebo no alivio dos sintomas da
menopausa. A revisao sistematica realizada por Huntley & Ernst (2004), com relagdo ao
uso de soja no tratamento de sintomas de menopausa mostrou que de 13 estudos
multicéntricos, dez se incluiam dentro de critérios aceitaveis. Dos dez, quatro estudos
sugeriram que as preparacdes de soja foram benéficas no tratamento de sintomas peri-
menopausa, Seis mostraram resultados negativos. Baseado no levantamento desses
estudos, Huntley & Ernst (2004) concluiram que ha alguma evidéncia de eficacia de
preparacOes de soja para o tratamento dos sintomas da menopausa, mas que devido a

heterogeneidade de resultados é dificil o estabelecimento de um postulado definitivo.

Os estudos referentes aos efeitos protetores sobre o cancer também sdo
contraditérios havendo relatos de beneficios na utilizacdo “in vitro” e “in vivo”
(DUNCAN et al., 2000) e relatos inconclusivos e maléficos (LEMOS, 2001; JU et al.;
THIGPEN et al. 2001).

Com relagéo aos usos da prevencado de doencas cardiovasculares, dietas com
baixos teores de 4&cidos graxos saturados e colesterol, ricas em isoflavonas e
antioxidantes tem sido recomendadas. Anderson et al. (1995) realizaram um estudo de
meta-analise sobre os efeitos das proteinas da soja sobre os lipideos séricos, chegando a
conclusdo de que elas, diferente da proteina de origem animal, reduzem a concentracao
de colesterol total, do LDL e de triglicérides. Teede et al. (2001), concluem gue a soja
apresenta efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular, mas alertam para 0s

potenciais efeitos adversos, especialmente em homens e mulheres p6s-menopausa.

2.6. Efeitos adversos sobre a reproducéo

As isoflavonas sdo substancias presentes principalmente na soja e em seus
derivados, denominadas de fitoestrdgenos por apresentarem semelhanca estrutural com
os hormdnios estrogénicos, no entanto, o impacto clinico do uso das isoflavonas ainda
revela resultados conflitantes (FERNANDES et al. 2006).

Também é farta a literatura sobre os potenciais efeitos adversos decorrentes

da ingestdo de soja e suas isoflavonas. S&o relatados: interferéncia no sistema
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imunologico, alteracbes na funcdo tireoideana, reducdo da absorcdo de vitaminas e
minerais, efeito sobre o processo de mielinizacdo, desencadeamento de cancer,
producdo de danos no DNA, entre outros. (JU et al., 2001; ALLRED et al., 2001;
MARKOVITS et al.,1989).

Os efeitos adversos mais amplamente documentados sdo 0s que indicam as
acOes sobre a reproducdo. Nesse aspecto, a soja e suas isoflavonas sdo classificadas com
compostos com atividade enddcrina e por isso sdo referidas como desreguladores
enddcrinos (WISNIEWSKI et al., 2003).

Os fitoestrogenos funcionam como agonistas ou antagonistas estrogénicos.
Sdo hormonios agonistas/antagonistas naturais que ocupam destaque no grupo de
desreguladores enddcrinos. Até o momento, os estudos “in vitro” e “in vivo” ndo
mostraram resultados consistentes e uniformes sobre se os fitoestrégenos poderiam

mimetizar as acdes estrogénicas em todos os 6rgaos-alvo (CLAPAUCH, 2002).

Conforme Delclos et al. (2001), animais machos também podem ser
sensiveis aos efeitos das isoflavonas, ja que a genisteina pode inibir o crescimento e
proliferacdo de células testiculares e, em ratos, mostraram que a genisteina pode
desregular a espermatogénese e diminuir o nimero de espermatozoéides presentes no
epididimo.

Foi descrita maior incidéncia de hipospadia (risco relativo= 4,99; intervalo
de confianca = 2,10-11,88) em 7.928 meninos cujas maes seguiram uma dieta
vegetariana rica em fitoestrogenos durante a gravidez (NORTH et al., 2000). A
exposicdo neonatal a dois fitoestrogenos, genisteina e zearelenona, alteram a resposta
pos-puberal do hipotdlamo ao hormdnio liberador das gonadotrofinas em ratos. A
seguranca das formulas baseadas em soja esta sendo investigada devido a potencial a¢éo
hormonal dos fitoestrogenos em periodos criticos do desenvolvimento (CLAPAUCH,
2002).

Os estudos conduzidos por Nagao et al. (2001), realizando a exposicao
neonatal de ratos e ratas Sprague Dawley a concentragfes crescentes de genisteina,
principal isoflavona da soja, mostram que apesar de ndo causarem alteracdo na
separacdo prepucial e na abertura vaginal, na contagem de espermatozoides nem na
concentracdo sérica de testosterona, foram observadas alteracdes histopatoldgicas

ovarianas, uterinas e testiculares e reducdo da fertilidade das fémeas expostas. Os
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autores concluiram que a exposicdo a genisteina causa disfuncdo do desempenho

reprodutivo pds-puberdade, bem como no desenvolvimento gonadal de fémeas.

A exposicao a concentracdes de genisteina durante a gestacdo e lactacdo de
ratos Long Evans resultou no aparecimento de anomalias urogenitais na puberdade,
reducdo da distancia ano-genital, reducdo testicular e retardamento da separagéo
prepucial. O comportamento sexual foi modificado, sendo os machos expostos menos
habeis na monta, introducao e ejaculacdo. Os machos expostos apresentaram reducao na
concentracdo de testosterona na idade adulta. Os autores concluiram que os efeitos
observados sdo um alerta para a salde humana, tendo em vista as relacbes entre
desreguladores endocrinos e a crescente incidéncia de anormalidades urogenitais em
meninos e homens (WISNIEWSKI et al., 2003). Investigando os efeitos da presenca de
concentracOes genisteina na alimentacdo de ratas Sprague Dawley a partir do sétimo dia
de gestacdo até o final da amamentacdo e os filhotes até os 50 dias de vida, Delclos et
al. (2001) mostraram que mesmo indices de exposi¢cdo humana sao capazes de produzir
reducdo do peso de ninhadas, reducdo do peso da prostata, hiperplasia de ductos
alveolares de glandulas mamarias de machos e fémeas, maturacdo anormal de células
vaginais, espermatogénese retardada com presenca de espermatozoides aberrantes,
déficit de espermatozdides no epididimo, entre outros efeitos. Concluiram que a
consequéncia da exposicdo a genisteina produz efeitos multiplos em tecidos sensiveis

aos estrogenos tanto em machos quanto em fémeas.

Os estudos de Jung et al. (2004) mostraram que camundongos nascidos de
mées alimentadas com racdo a base de soja e entdo tratados com genisteina néo
apresentaram alteracfes testiculares, epididimais e prostaticas, sugerindo que a
concentracdo de genisteina utilizada durante a fase juvenil ndo afeta o desenvolvimento

reprodutivo de camundongos.

Takahashi et al. (2003) investigaram os efeitos da exposicdo de ratos
Sprague Dawley a fibra de soja soltvel por trés meses. Concluiram que a maior dose
sem efeito adverso observado (NOAEL - no observed adverse effect level) situa-se em
40.000 ppm, equivalente a 2,43 g/kg para machos e 2,91 g/kg para fémeas.

Para identificar os efeitos das isoflavonas na fertilidade de machos, Faqgi et
al (2004) avaliaram os parametros reprodutivos de ratos Wistar que foram expostos a
uma mistura chamada PTIG-535, caracterizada por conter proporcdes de isoflavonas
semelhantes as da soja (45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliceteina). Os
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ratos receberam concentracOes das isoflavonas de 200 a 2000 mg/kg de alimento,
durante 12 meses. A exposi¢do ndo induziu toxicidade ou mudancas no ganho de peso.
Ndo foram observadas mudanca de peso dos testiculos e epididimos e os achados
histopatoldgicos ndo diferiram do grupo controle. Contagem de espermatidas, produgédo
de espermatozéides e morfologia espermética nao sofreram alteracGes. Concluem que o
sistema reprodutivo de ratos adultos é relativamente insensivel aos niveis de

fitoestrogenos da soja preconizados para prevengao do cancer em humanos.

2.7. Testes de comportamento

A ansiedade é descrita como um estado emocional que tem componentes
psicoldgicos e fisiologicos, que fazem parte do espectro normal das experiéncias
humanas e animais, sendo propulsora do desempenho. Ela passa a ser patoldgica quando
¢ desproporcional a situacdo que a desencadeia, ou quando ndo existe um objeto
especifico ao qual se direcione (ANDRADE & GORENSTEIN, 1998).

Em um ambiente novo, potencialmente perigoso, 0s animais apresentam
comportamentos de avaliacdo do risco potencial e, uma vez definido um perigo real,
comportamentos de fuga ou luta contra o agressor (BLANCHARD & BLANCHARD,
1990), sendo que essas respostas comportamentais sdo geralmente acompanhadas e

intensas alteracfes neurovegetativas e hormonais (GRAEFF, 1989).

A atividade exploratéria de animais de laboratério pode ser analisada pelo
modelo do campo aberto (open-field), que permite observar como o0 animal se comporta

em amplo ambiente medindo o seu estado emocional (HO et al., 2002).

Neste experimento sdo avaliados; a movimentacdo espontanea entre as divisdes,
no centro e na periferia do campo, indicando atividades exploratérias, a imobilidade
representando o medo e o nimero de “rearings” atividade em que o animal procura
levantar-se. Este movimento é relacionado com o objetivo de exploracdo e fuga do
ambiente (VIANNA, 2000).
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2.8. Testes em toxicologia reprodutiva

A toxicidade reprodutiva refere-se a interferéncia téxica ao sistema
reprodutor a qualquer espécie de capacidade reprodutiva tanto de machos, quanto de
fémeas, incluindo o desenvolvimento pré-natal (NEUBERT & CHAHOUD, 1995).

Testes de toxicidade reprodutiva sdo realizados para determinar os efeitos
diretos de uma substancia quimica sobre o processo de reprodugdo dos mamiferos.
Devido a complexidade dos processos que envolvem a fertilidade e desenvolvimento é
inevitavel que distarbios fisioldgicos advindos da exposi¢do a agentes quimicos possam
em muitos casos exercer um efeito deletério indireto sobre esses processos
(LEMONICA, 2001).

As caracteristicas do concepto e sua capacidade de desenvolvimento e
maturacdo sdo expressdes da capacidade de fertilizacdo de células germinativas,
concepcdo bem sucedida e o subseqilente desenvolvimento intra-uterino. O
desenvolvimento peri e pos-natal depende do potencial de desenvolvimento do
individuo e de sua habilidade de enfrentar variadas circunstancias ambientais (MELLO
& LANGELOH, 2006).

Diversos fatores, como tempo, espaco, custo e, principalmente, fatores
éticos limitam estudos toxicoldgicos sobre a reproducdo humana e animal, tornando
imprescindivel o uso de modelos animais para avaliacdo de possiveis efeitos da

exposi¢do a determinados agentes quimicos sobre a fungdo reprodutiva (HAYES, 1994).

Levando-se em conta que o0s objetivos da avaliagdo da toxicidade
reprodutiva e da teratogenicidade sdo os de evidenciar possiveis riscos de xenobioticos
para a espécie humana e para animais domesticos, os testes sdo realizados, em sua
maioria, em mamiferos. Ratos, camundongos e coelhos relinem diversas caracteristicas
que os torna animais de escolha para sustentar os testes em laboratério, como: periodo
curto de gestacdo, prole numerosa, Utero com dois cornos nos quais 0s sitios de
implantacdo tém distribuicdo regular, placenta tipo hemocorial, como no ser humano
(MELLO & LANGELOH, 2006).

O Manual para Avaliacdo de Risco em Toxicidade Reprodutiva, organizado
pela Environmental Protection Agency (EPA) apresenta dados para avaliar o potencial

toxico de agentes ambientais sobre sistemas reprodutivos masculinos e femininos e o
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desenvolvimento de descendentes. Este manual foca a fungdo do sistema reprodutivo,
como comportamento sexual, fertilidade, conseqliéncias da gestacdo e habilidade de
lactacdo e todos os processos que podem afetar essas fungdes diretamente. Estdo
incluidos os efeitos sobre a gametogénese e a maturagdo dos gametas, 0s Orgaos
reprodutivos e 0s componentes do sistema enddcrino que sustentam diretamente essas
funcbes (EPA, 1996a).

A fertilidade dos homens é particularmente suscetivel a agentes que
reduzem o numero e a qualidade da producdo de espermatozdides. Comparada com
muitas outras espécies, homens produzem menos espermatozoides relativo ao nimero
de espermatozdides requeridos para fertilidade (AMANN, 1981; WORKING, 1988).
Como resultado, muitos homens sdo inférteis ou subférteis (AMANN, 1981). A
infertilidade em homens é considerada quando a concentracdo de espermatozoides esta
abaixo de 20 x 10° por ml de ejaculado. Com a concentracdo de espermatozéides
descendo abaixo desse nivel, a probabilidade de uma gravidez resultante de uma
ejaculacdo diminui. Se o numero de espermatozoOides normais por ejaculado €
suficientemente baixa, a fertilizacdo é improvavel e existe uma condi¢éo infertil (EPA,
1996a).

A passagem de toxicantes do pai para a mde pode ocorrer através da
transferéncia seminal nos animais e no homem, havendo pequenas evidéncias de que
essa transferéncia seja responsavel por perdas pré-implantacdo. O tratamento dos
machos antes da concepcdo pode resultar em infertilidade, morte embrionaria,
anomalias nao especificas, bem como reducdo do peso ao nascer, diminuicdo do
tamanho da ninhada e retardo do desenvolvimento pés-natal (COLIE, 1993; DELCLOS
et al., 2001).

Os testes de avaliacdo da toxicidade reprodutiva e teratogenicidade
geralmente compreendem a exposicdo de animais sexualmente maduros antes da
concepcdo, durante o desenvolvimento pré-natal e apO6s o0 nascimento e,
continuadamente até sua maturacio sexual. (LEMONICA, 2001). Os estudos mais
utilizados para estas avaliagdes sdo divididos em trés segmentos que sdo adaptados de
normas da Environmental Protection Agency (EPA) e recomendadas pela Food and
Drugs Administration (FDA) e Organization for Economic Cooperation and

Development (OECD), séo eles:
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a) Segmento | — toxicidade crbnica, avalia os efeitos sobre a fertilidade de machos e
fémeas tratados antes e durante o acasalamento e de fémeas durante a prenhez e

lactacdo;

b) Segmento Il - toxicidade pré-natal, avalia as possiveis alteracbes no

desenvolvimento da progénie expostas durante a fase de organogénese;

c) Segmento Il —toxicidade peri e pds-natal de progénies expostas durante as fases de

desenvolvimento fetal e lactacéo.

Maturacéo

/ Sexual \

Figura4. Periodo de tratamento, no teste dos trés segmentos (LEMONICA, 2001).

Através desses estudos € possivel avaliar o efeito da substancia quimica no
organismo animal nas diferentes fases de desenvolvimento, desde o periodo neonatal,

até a idade adulta e reprodutiva (Figura 4).
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Muitos estudos de toxicidade de substancias puras ou plantas, utilizam doses
capazes de provocar “toxicidade sistémica”, na qual a manifestacdo mais comum € a
reducdo de massa corporal e perda de peso. No estudo de toxicidade cronica, isso é
considerado inadequado, pois pode mascarar a toxicidade reprodutiva. Os animais que
manifestam algum sinal de toxicidade devem ter uma diferenca de peso de 10 a 12% em
relacdo ao controle. Se essa diferenca torna-se maior, as variaveis de interesse
especifico podem ser influenciadas (CHAPIN et al., 1993).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Contribuir com conhecimentos sobre os potenciais riscos da utilizagcdo de

fitoterapicos a base de soja, especialmente no que se refere a toxicidade reprodutiva.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos de duas formulagdes fitoterapicas contendo Glycine max
(L.) Merr. (soja), Soyfemme da Ache Laboratdrios Farmacéuticos S/A e Isoflavine da
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Ensaio de toxicidade cronica e avaliacdo de efeitos sobre a
fertilidade de machos antes e durante o acasalamento e de fémeas

antes e durante o acasalamento, gestacao e lactacéao.

4.1.1.  Formulacdes fitoterapicas

Os fitoterapicos utilizados nos experimentos bem como o principio ativo
dos fitoterapicos, a isoflavona utilizada no controle positivo foram adquiridos em
estabelecimento farmacéutico local, com os mesmos numeros de lotes, contendo data de

fabricacdo e ambos estando dentro do prazo de validade.

4.1.1.1. Nome comercial: Soyfemme®

Fabricante: Ache Laboratorios Farmacéuticos S/A
Composicéo declarada na bula:
Extrato seco de Glycine Max (L.) Merr. 40%............. 150mg

Excipientes: celulose microcristalina, diéxido de silico coloidal, silicato de
magnésio e estearato de magnésio.

Concentracdo de marcador: 60mg de isoflavona por capsula.
Parte utilizada da planta: graos

Forma farmacéutica: capsula gelatinosa veiculo = extrato seco
Registro na Anvisa: 105730280

Lote: 0602436

4.1.1.2. Nome comercial: Isoflavine®

Fabricante: Herbarium Laboratdrio Boténico Ltda.
Composicéo declarada na bula:

Extrato de Glycine Max (L.) Merr. 40%............. 75mg
Excipiente: Oleo de S0ja............ccceueanee. g.s.p. 250mg
Concentracdo de marcador: 30mg de isoflavona por capsula.
Parte utilizada da planta: graos

Forma farmacéutica: capsula gelatinosa, veiculo = 6leo
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Registro na Anvisa: 118600028
Lote: SI060326

41.1.3. Isoflavona 43,10%

Importador: DEG importadora de Produtos Quimicos LTDA
Origem: China

Composigéo declarada:

Descricao: P6 fino, marrom claro, odor caracteristico
Doseamento: minimo 40,0% de isoflavonas em base seca

Daidzina ................ 8,93%
Glicitina................ 3,84%
Genistina................ 3,89%
Daidzeina.............. 25,75%
Gliciteina............... 0,53%
Genisteina............... 0,16%

Lote: 3253A5
Data de Fabricagdo: 03/2006
Data de Validade: 03/2009

4.2. Preparacdo das formulagdes utilizadas

As formulagdes fitoterapicas foram obtidas através da dilui¢cdo do contetido
das cépsulas dos medicamentos, utilizando como veiculo agua destilada. As dosagens
foram obtidas através da recomendacdo dos fabricantes sendo a dose terapéutica
recomendada duas capsulas de Soyfemme® e duas capsulas de Isoflavine®, para um
adulto de 70 kg (4,3 mg.kg™). A dose de Isoflavine® foi ajustada para se igualar & dose
de Soyfemme®. As dosagens subsequentes foram calculadas para cinco e 10 vezes a

dose recomendada pelo fabricante.

A concentracdo de 4,3mg foi diluida em 10ml de &gua destilada, chegando
ao volume final de duas capsulas de Soyfemme e quatro capsulas de Isoflavine em
700ml de agua destilada, garantindo uma concentracdo definida dos ingredientes das
capsulas em um pequeno volume a ser administrado, dose de 1ml para 100g de animal
(rato).

Logo apds a diluicdo das capsulas, a formulacdo foi homogeneizada em

ultra-som, armazenada em frasco ambar e mantido sob refrigeracdo. As formulacdes
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foram feitas no inicio dos tratamentos de cada dosagem e no caso de sobra, o material
era desprezado no final de cada fase do experimento. Minutos antes da administracéo
aos animais, as formulacdes eram retiradas da geladeira, colocadas em copos de Becker

e homogeneizadas novamente.

A formulagdo usada no grupo controle positivo foi obtida através da
diluicdo do pé de isoflavonas em agua destilada, na dose de 4mg.kg™ para cada 10ml, de

modo que cada animal receba 1ml/100g de massa corporal.

4.3. Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar, 48 machos com idade inicial de 120
dias e 124 fémeas com idade inicial de 90 dias (machos com massa corporal de 333,6 £
8,79 e fémeas com massa corporal de 219 * 6,1g), provenientes do Centro de Criacédo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério da UFRGS (CREAL) Os animais foram
mantidos no CREAL, sendo previamente adaptados, por 14 dias, as condicdes
constantes de umidade, temperatura (21°C +/- 2) e ciclo de luz claro escuro de 12 horas
(das 9h as 21h). Foram alimentados com ragdo comercial Nuvital CR 1 ( Nuvital,

Colombo/PR) e agua ad libitum durante todo o periodo experimental.

Alojamento, manejo, tratamento e eutanasia dos animais obedeceram as
normas publicadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, obedecendo as

leis brasileiras, com aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS.

4.4. Grupos experimentais

Foram constituidos oito grupos experimentais:

s Grupo I. GS1- Soyfemme tratado com a dose recomendada pelo fabricante para uso

diario em seres humanos (4,3mg/kg), n = 8 machos e 24 fémeas.

= Grupo Il. GS2- Soyfemme tratado com uma dose equivalente a cinco vezes a dose

terapéutica recomendada pelo fabricante (21,5mg/kg). N = 6 machos e 18 fémeas.

s Grupo Ill. GS3- Soyfemme tratado com dose equivalente a 10 vezes a dose

terapéutica recomendada pelo fabricante (43mg/kg -). N =5 machos e 15 fémeas.
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= Grupo IV. GI1- Isoflavine tratado com a dose recomendada pelo fabricante para uso

diario em seres humanos (4,3mg/kg - G11). N = 8 machos e 24 fémeas.

= Grupo V. GI2 Isoflavine tratado com uma dose equivalente a cinco vezes a dose

terapéutica recomendada pelo fabricante (21,5mg/kg). N = 5 machos e 15 fémeas.

s Grupo VI. GI3- Isoflavine tratado com a dose equivalente a 10 vezes a dose

terapéutica recomendada pelo fabricante (43mg/kg). N = 3 machos e 9 fémeas.

= Grupo VII. GC- Controle negativo tratado com agua destilada (veiculo) destituida

de fitoestrogenos. N = 8 machos e 24 fémeas.

= Grupo VIII. GC+ Controle positivo tratado com isoflavona, na dose de 4mg/kg. N =

5 machos e 15 fémeas.

4.5. Protocolo experimental

45.1. Tratamento

Os machos foram tratados por 70 dias antes do acasalamento e durante os 21
dias de acasalamento. Durante o periodo de experimentacdo, foram mantidos em caixas

de polipropileno medindo (40 x 33 x 16,5cm) com maravalha.

As fémeas foram tratadas por 14 dias antes do acasalamento, durante o
periodo de acasalamento (21 dias), gestacdo (21 dias) e até o final da lactacdo (21 dias).
As fémeas foram mantidas em caixas de polipropileno individuais medindo (29,5 x 18,5

x 11cm) com maravalha, durante o periodo de experimentacao.

Todos os animais foram tratados diariamente, por via oral, através de sonda
oro-gastrica flexivel com volume idéntico em todos os grupos, correspondendo a
10ml/kg.

45.2. Acasalamento

O periodo de acasalamento teve duracdo de 21 dias, correspondendo a trés
ciclos de cinco dias consecutivos, com intervalo de 48 horas entre o inicio de cada um

dos ciclos.
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Na caixa de cada um dos machos foram introduzidas trés fémeas virgens,
permanecendo com eles duas horas por dia (das 7h as 9h), correspondendo ao final do

periodo escuro.

Apos esse periodo, os animais foram separados e a constatacdo de gestacdo
foi realizada mediante a presenca de espermatozéides no esfregaco vaginal, realizado

diariamente e analisado ao microscopio 6ptico com aumento de dez vezes.

Vinte e quatro horas ap6s a constatacdo de esfregaco vaginal positivo, era

considerado o primeiro dia de gestagéo.

45.3. Eutanasia dos machos

Os machos foram eutanasiados por decapitagdo, ap0s pré-anestesia com
cloridrato de xilazina na dose de 1mg/kg, 48 horas ap6s o ultimo dia de acasalamento.

A pele e a parede abdominal foram incisadas e os 6rgdos sexuais foram
removidos: testiculos, epididimo, ductos deferentes, vesicula seminal e prostata.

Também foram retirados os rins, figado, baco e coragdo de cada um dos animais.

Cada orgao foi dissecado e pesado em balanca analitica individualmente,

exceto os ductos deferentes. A vesicula seminal foi esvaziada antes da sua pesagem.

A tunica albuginea e os vasos principais de cada um dos testiculos foram
removidos e cada testiculo foi triturado e homogeneizado em 10 mL de NaCl 0,9%
contendo 0,05% de Triton X-100, em triturador tecidual Fisaton 720® a uma velocidade
de 600 rpm, durante 1 minuto. O mesmo procedimento de homogenizacéo e trituracdo
foi repetido com a cauda de cada um dos epididimos, previamente cortados com tesoura

em pequenos pedacos.

O macerado resultante de cada testiculo e cada epididimo foi acondicionado
em ependorffs individuais, sendo retirado um volume correspondente a 100ul de cada
macerado. Cada ependorff foi acrescido de 900ul de solucdo de NaCl 0,9%, chegando a

um volume final de 1 mililitro.

Desse volume foi realizada a contagem do numero total de espermatozéides
(cauda do epididimo) e o numero de espermatidas por animal (testiculo), sendo utilizada
para tanto uma camara de Neubauer, na qual foram contados 128 pequenos quadrados.

A contagem foi realizada em microscopio dptico com aumento de 40 vezes. O ndmero
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de espermatozdides e sua producdo diaria foram determinados atraves das seguintes

formulas:
S = C x FC x V (Espermatozdides)
S=CxFCxV/6,1 (Producdo diéria de espermatozoides)
S = Soma total por animal
C = Numero de espermatozoides ou espermatidas contados
FC = Fator camara (1,250)
V = Diluico (10°)

6,1 = NUmero de dias em que as espermatidas em estagios IV — VIII sdo

resistentes.

Um ducto deferente de cada animal foi lavado com 1ml de solucdo de NaCl
0,9%, sendo obtida uma suspensdo de espermatozoides. Uma pequena aliquota dessa
suspensdo (0,1ml) foi misturada com igual volume de eosina 2% e foi executado
esfregaco em lamina, para analise do percentual de alteracbes morfoldgicas de cabeca e
cauda dos espermatozoOides provenientes do ducto. Foram analisados duzentos

espermatozdéides por animal em microscopico 6ptico com aumento de 40 vezes.

Para analise histologica, um testiculo por grupo foi fixado em solucéo de
Bouin imediatamente depois de removido. Os 6rgdos coletados de todos os animais
foram fixados com solucdo de formalina tamponada, e como os testiculos, foram
examinados no laboratério de Patologia Clinica Veterinaria, do Departamento de
Medicina Animal, da Faculdade de Veterinaria da UFGRS.

Os 6rgdos enviados ao laboratério de Patologia foram desidratados,
passando por uma série gradativa de solugdes alcoolicas até 100% e acrescidos de
parafina derretida até seu resfriamento e endurecimento. A parafina endurecida foi
aparada em forma de bloco e cortada em fatias pelo microtomo. Esses cortes foram
lavados com xilol para remover a parafina e corados com hematoxilina e eosina,

segundo técnica de Ross et al. (1989).
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454, Cesareana

No 21° dia de gestacdo, metade das fémeas gestantes de cada grupo apos
serem pré-anestesiadas com cloridrato de xilazina, na dose 1mg/kg, foram sacrificadas

por decapitacdo. O Utero gravidico foi retirado e pesado, com seu contetdo.

O utero foi incisado longitudinalmente com tesoura, em toda sua extensao.
Os fetos foram separados de seus envoltdrios fetais, observados quanto a sua vitalidade

e a presenca de mal-formacgdes macroscopicas externas.

O cordédo umbilical de cada feto foi incisado e os fetos foram removidos do
utero materno, secos em papel toalha, marcados com caneta marcadora na regido dorsal
do corpo, respeitando a ordem que estavam no Utero, iniciando pelo corno uterino

direito e finalizando no corno uterino esquerdo, e pesados individualmente.

Apds a retirada dos fetos, o Gtero foi inspecionado e foram contados 0s

implantes uterinos.

455. Lactagdo

A outra metade das fémeas de cada grupo foi acompanhada deste o parto até
0 21° dia de lactacdo. Neste dia, as fémeas foram pré-anestesiadas com cloridrato de
xilazina, na dose 1mg/kg e posteriormente sacrificadas por decapitacdo, sendo
removidos e inspecionados o figado, baco, rins, ovarios, Utero e coracdo. Cada 6rgéo foi
pesado individualmente em balanca analitica. No utero foram contados os implantes
uterinos presentes. Todos os 6rgdos foram fixados em solucdo de formol tamponado e
enviados para andlise histopatoldgica.

4.5.6. Desenvolvimento pds-natal da prole

A prole das fémeas paridas foi observada desde o dia do nascimento (dia
zero). Os animais foram sexados e marcados individualmente com tinta nanquim por via
subcutanea nos coxins plantares no dia do nascimento. O numero de filhotes vivos e
mortos foi registrado. As ninhadas foram pesadas diariamente até o 35° dia pds-natal e
os filhotes individualmente nos dias 0, 7, 14, e 21. Cada filhote foi avaliado quanto ao
desenvolvimento fisico geral, no qual foi observado o dia do aparecimento da penugem
(primeira deteccdo de penugem), descolamento dos pavilhGes auriculares (quando

ambos estavam descolados), erup¢do dos dentes incisivos (quando os dois incisivos ja
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haviam sofrido erupcao) desenvolvimento do pélo, abertura dos olhos (quando ambos
estavam completamente abertos) e desenvolvimento sexual, onde foi observado o dia da

descida dos testiculos, separacao prepucial e abertura do canal vaginal.

Apo6s 0 desmame (21° dia de lactagdo), os animais foram colocados em
caixas coletivas até o final do acompanhamento do desenvolvimento fisico geral e

sexual.

45.7. Teste de comportamento da prole

A prole de cada grupo teve seu comportamento testado através do teste de
campo aberto. O teste consistiu na mensuracdo das varidveis comportamentais dos
filhotes aos 75 dias de idade, colocados individualmente em uma caixa de madeira de
1m? (Figura 5) com paredes de 50cm de altura, com sua base dividida em quadrantes de
20cm? perfazendo um total de 25 quadrados, sendo 16 laterais (proximos as paredes) e
nove centrais. Cada animal foi colocado, individualmente, em um dos cantos, virados
para a parede da caixa e registrou-se seu comportamento em video durante 5 minutos.

Ap0s cada registro o aparato experimental era totalmente limpo com alcool 70%.

O teste foi realizado durante o ciclo claro e foram analisadas as categorias
comportamentais: atividade exploratoria (caracterizada pela locomocao total e
permanéncia no centro), “escanear” e “rearing” (permanecer sobre duas patas traseiras
investigando o ambiente, no centro do campo aberto ou nas laterais, respectivamente),
auto-limpeza (nimero de vezes que o animal utiliza as patas dianteiras para limpeza)
(LUCION et al.1996; AZEVEDO, 2005).

As andlises comportamentais deste trabalho foram registradas no programa
Noldus ethovision® e submetidas a analise estatistica para verificacdo de possiveis

diferencas entre 0s grupos.
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Figura5. Caixa de madeira onde se realiza o teste de comportamento em campo aberto.

45.8. Taxas reprodutivas calculadas

45.8.1. Taxa de acasalamento

Representada pela divisdo entre o numero de fémeas com esfregaco vaginal
positivo (presenca de espermatozdides) e o numero de fémeas acasaladas multiplicado

por cem.

45.8.2. Taxa de gestacao

Representada pela divisdo (quociente) entre 0 numero de fémeas prenhes e o
nimero de fémeas com esfregaco vaginal positivo (presenca de espermatozoides)
multiplicado por cem.

458.3. Taxade parto

Representada pela divisdo (quociente) entre 0 nimero de fémeas paridas a

termo e 0 nimero de fémeas gestantes multiplicado por cem.

45.84. Taxa de natalidade

Representada pela divisdo (quociente) entre o numero total de filhotes
nascidos vivos e o nimero total dos filhotes nascidos (vivos e/ou mortos) multiplicado

por cem.

45.8.5. Taxa de viabilidade

Representada pela divisdo (quociente) entre o ndmero de filhotes que
permaneceram vivos até o quarto dia de lactacdo e o total de filhotes nascidos vivos

VEZES cem.
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4.5.8.6. Taxa de desmame

Representada pela divisdo (quociente) entre o numero total dos filhotes até o
21° dia de lactacdo e o nimero total de filhotes nascidos vivos vezes cem.

45.8.7.  Taxade perdas pés-implantacéo

Representada pela divisdo (quociente) entre o numero resultante da
subtracdo do nimero de sitios de implantacdo e o numero de fetos nascidos, e 0 nimero

total de sitios de implantagcdo contados vezes cem.

4.6. Variaveis avaliadas

4.6.1.1. Machos

= Massa corporal diaria (g) durante 91 dias (antes e durante o acasalamento);
= Consumo diario de racao antes do acasalamento(Q);
= Consumo diario de agua antes do acasalamento (ml);

= Peso relativo (%) das visceras no dia da eutandsia (figado, baco, rins, coracéo,

vesicula seminal, testiculo, préstata e epididimos);
= Analise histopatoldgica dos 6rgaos coletados;
= NuUmero total de espermatozoides;
= Producdo diaria de espermatozoides;
= Percentual de alteragcdes morfoldgicas nos espermatozoides;
= Aparecimento de sinais de toxicidade sistémica como: perda de peso progressiva e

reducdo na ingestdo de agua e racéo.

46.1.2. Fémeas

= Massa corporal diaria (g) durante o pré-acasalamento e gestacao;
= Consumo diario de racdo (g) pré-acasalamento;
= Consumo diario de agua (ml) pré-acasalamento;

= Sinais de toxicidade sistémica como: perda de peso progressiva e reducdo na

ingestdo de agua e racao;

= Percentual de mortalidade durante o experimento;



50

= Andlise das taxas reprodutivas.

4.6.1.3. Filhotes

= Peso individual no dia do nascimento e a cada sete dias;
» Peso da ninhada no dia nascimento e a cada sete dias;

* Proporc¢ao de sexo;

» Numero de filhotes nascidos vivos e mortos;

= Desenvolvimento fisico geral;

= Desenvolvimento fisico sexual;

= Teste de comportamento da prole;

4.7. Analise estatistica

A metodologia utilizada na analise estatistica incluiu os testes: analise de
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5. RESULTADOS

5.1. GRUPO TRATADO COM A FORMULACAO FITOTERAPICA
SOYFEMME

5.1.1. Desenvolvimento Ponderal dos Ratos durante os 70 dias prévios ao

acasalamento

O Grafico 1 mostra 0 ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%)
durante os 70 dias de tratamento prévios ao acasalamento, calculado a partir da
mensuracao diaria da massa corporal (g) dos ratos tratados diariamente por via oral com
o fitoterapico Soyfemme® (GS), em trés doses diferentes 4,3: 21,5 e 43mg.kg™, GS1,
GS2 e GS3, respectivamente, um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle

positivo (GC+).

Verifica-se que todos 0s grupos apresentaram ganho relativo de massa
corporal durante o periodo pré-acasalamento, no entanto, apresentaram diferenca
estatisticamente significativa [ANOVA de MR = 0,012] conforme o teste de Bonferroni,
o0 grupo GS3 foi estatisticamente diferente do grupo controle negativo nos primeiros 30
dias de tratamento. Observou-se um ganho relativo de 4,1% entre 0 1° e 0 70° dia de

tratamento.
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5.1.3.

Consumo de racgdo dos ratos durante os 70 dias prévios ao acasalamento

53

Consumo percentual de agua (%) em relacdo & massa corporal durante os 70 dias
prévios ao acasalamento, tratados com Soyfemme (GS) em trés doses, 4,3; 21,5 e
43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores
representam a média dos animais por grupo. (GC- = 8; GC+ = 5; GS1 = 8; GS2 = 6;
GS3=5).

O Gréfico 3 mostra o consumo de racdo em relagcdo a massa corporal (%),

avaliado durante os 70 dias de tratamento prévios ao acasalamento. O céalculo foi

efetuado a partir do consumo diario de racdo (g), relacionado a massa corporal diaria

(9), de ratos tratados por via oral com Soyfemme® (GS) em trés doses diferentes 4,3;

21,5 e 43mg.kg™?, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-

) e um grupo controle positivo (GC+). Verificou-se que tanto os ratos tratados com o

fitoterapico quanto os ratos dos grupos controles positivo e negativo apresentaram um

consumo relativo de ragdo (%) semelhante, ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos [ANOVA de MR: p = 0,431].
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Gréfico 3. Consumo percentual de ragdo dos machos (%) em relagdo a massa corporal durante os 70
dias prévios ao acasalamento, tratados com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 €
43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores
representam a média dos animais por grupo. (GC- = 8; GC+ = 5; GS1 = 8; GS2 = 6;
GS3=5).

5.1.4. Desenvolvimento ponderal dos ratos durante os 21 dias de acasalamento

O Grafico 4 mostra o ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%)
durante os 21 dias de tratamento durante o periodo de acasalamento, calculado a partir
da mensuracdo diaria da massa corporal (g) dos ratos tratados por via oral com o
fitoterapico Soyfemme® (GS) em trés doses diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GS1,
GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle
positivo (GC+). Verifica-se que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos. [Anélise da variancia: p = 0,134].
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Gréfico 4. Desenvolvimento ponderal de ratos (1° dia = 100%) tratados com Soyfemme (GS) em trés
doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo
(GC+) durante os 21 dias de acasalamento. Os valores representam a média dos animais
por grupo. (GC- = 8; GC+ =5; GS1 = 8; GS2 = 6; GS3 =5).

5.1.5. Consumo de ragao dos ratos durante os 21 dias de acasalamento

O Gréfico 5 mostra o consumo de racdo em relacdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 21 dias de tratamento durante o periodo de acasalamento. O calculo
foi efetuado a partir do consumo diério de racdo (g), relacionado a massa corporal diaria
(9), de ratos tratados por via oral com Soyfemme® (GS) em trés doses diferentes 4,3;
21,5 e 43mg.kg™?, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-
) e um grupo controle positivo (GC+). Verifica-se que tanto os ratos tratados com o
fitoterapico quanto os ratos dos grupos controles negativo e positivo, apresentaram um
consumo relativo de ragéo (%) semelhante. Apesar das flutuagdes, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p = 0,094].
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Gréfico 5. Consumo percentual de racdo (%) em relacdo a massa corporal durante os 21 dias de
acasalamento, tratados com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um
grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+) durante os 21 dias do
periodo de acasalamento. Os valores representam a média dos animais por grupo. (GC- =
8; GC+ =5; GS1 =8; GS2 = 6; GS3 =5).

5.1.6. Consumo de 4gua dos ratos durante os 21 dias de acasalamento

O Grafico 6 mostra o consumo de &4gua em relacdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 21 dias de tratamento durante o acasalamento. O calculo foi
efetuado a partir do consumo diario de agua (ml), relacionado a massa corporal diaria
(9), dos ratos tratados por via oral com o fitoterapico Soyfemme® (GS), em trés doses
diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle
negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Observou-se que ndo houve

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p = 0,087].
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Gréfico 6. Consumo percentual de agua dos ratos (%) em relacdo a massa corporal durante os 21 dias
de acasalamento, tratados com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um
grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a
média dos animais por grupo. (GC- = 8; GC+ =5; GS1 = 8; GS2 = 6; GS3 = 5).

5.1.7. Massa relativa de 6rgaos dos ratos

A Tabela 1 apresenta a massa relativa dos 6rgaos dos ratos tratados por via
oral com o extrato do fitoterapico Soyfemme® (GS) em trés doses diferentes 4,3; 21,5 e
43mg.kg™?, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle (GC-) e um grupo
controle positivo (GC+) durante 91 dias consecutivos. Observou-se que houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos com relacdo a massa corporal dos 6rgdos
sexuais, e também do figado dos animais. [ANOVA: p (figado) = 0,027; p (coracdo) =
0,229; p (baco) = 0,874; p (rim direito) = 0,120; p (rim esquerdo) = 0,343; p (epididimo
direito) = 0,004; p (epididimo esquerdo) = 0,002; p (testiculo direito) = 0,148; p
(testiculo esquerdo) = 0,142; p (vesicula seminal) = 0,032 e p (prostata) = 0,714].

Com a utilizacdo do teste de Bonferroni, pode-se observar que GS2 e GS3
foram diferentes estatisticamente de GC-, no peso de epididimos direitos e esquerdos,

no peso da vesicula seminal e também no peso do figado.
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Tabelal.  Massa relativa dos 6rgdos (%) dos machos tratados durante 91 dias com Soyfemme® (GS)

em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg?, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo

controle (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Sdo apresentados os valores médios e

0 erro padrdo médio (epm) por grupo.
Orgaos GC- GC+ GS1 GS2 GS3
(n=8) (n=5) (n=8) (n=6) (n=5)

Coragéo 0,07 + 0,07 1,02 £ 0,05 1,06 + 0,03 0,92 +0,03 0,96 + 0,06
Baco 0,78 + 0,05 0,76 + 0,07 0,77 £ 0,06 0,67 + 0,06 0,77 £ 0,08
Figado 12,87 £0,8 11,96 +0,9 12,50 £0,5 10,12 £ 0,7* 10,01 £ 0,2*
Rim D 1,16 £ 0,08 1,25 + 0,06 1,11 £0,03 1,02 £ 0,05 1,07 £0,07
Rim E 1,14 £ 0,08 1,18 £0,06 1,10 £ 0,05 1,00 + 0,04 1,06 £ 0,05
Testiculo D 1,75+ 0,06 1,79 £ 0,07 1,67 £ 0,05 1,52 £ 0,05 1,55+ 0,07
Testiculo E 1,75+ 0,06 1,76 £ 0,05 1,68 + 0,04 1,56 £ 0,04 1,53 £0,08
Epididimo D 0,76 + 0,05 0,62 +0,02 0,68+ 0,03 0,56 + 0,02* 0,57 + 0,04*
Epididimo E 0,74 £ 0,04 0,62 +0,03 0,67 + 0,03 0,55+ 0,01* 0,57 +0,03*
Préstata 0,81 +0,06 0,83+0,09 0,56 + 0,04 0,67 + 0,06 0,68 + 0,09
Vesicula seminal 0,67+0,10 0,63+0,10 0,78 £ 0,14 0,56 +0,07* 0,58 + 0,06*

* Diferenca estatistica significativa (p < 0,05)

5.1.8.  Numero total de espermatozoides

O Grafico 7 mostra os valores médios do numero de espermatozoides

presentes na cauda do epididimo dos animais de cada grupo, determinado a partir da

contagem dos espermatozdides presentes em uma aliquota do macerado dos epididimos
na camera de Neubauer (GC- = 8; GC+ = 5; GS1 = 8; GS2 = 6; GS3 = 5). Com base nos

resultados, verificou-se que houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos [ANOVA: p = 0,038]. Com a realizacdo do teste de Bonferroni, conclui-se que

0s grupos GS3 e GC+ sdo estatisticamente diferente do grupo GC-.
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Gréfico 7. Numero de espermatozdides presentes na cauda do epididimo de ratos tratados durante 91
dias com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3, 21,5 e 43mg.kg™ um grupo controle
negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos
animais por grupo e as barras verticais representam o erro padrdo médio (epm) * Valores
estatisticamente diferentes em relagéo ao grupo controle negativo (p < 0,05).

5.1.9.  Producao diaria de espermatozdides

O Gréfico 8 mostra os valores médios da producdo didria de
espermatozdides, mensurada a partir da contagem de células espermaticas em camara de
Neubauer, a partir dos macerados dos testiculos dos animais de cada grupo (GC- = 8,
GC+ =5, GS1 =8, GS2 =6 e GS3 = 5). Com base nos resultados, verificou-se que o
GS1 foi diferente estatisticamente do grupo controle negativo e dos demais grupos
tratados. (ANOVA p = 0,013; Teste de Bonferroni).
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Gréfico 8. Producéo didria de espermatozdides de ratos tratados durante 91 dias com o Soyfemme
(GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um
controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos animais por grupo e as
barras verticais representam o erro padrdao médio (epm). * Valor estatisticamente diferente
em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

5.1.10. Morfologia espermatica

O Gréafico 9 mostra 0 nimero médio de espermatozoides com alteracbes
morfoldgicas em cada grupo, determinado a partir da avaliagdo do lavado proveniente
do ducto deferente de todos os animais (GC- =8, GC+ =5, GS1 =8, GS2 =6 e GS3 =
5). O percentual de alteracbes morfoldgicas em cada grupo foi de 6 % para GC-, 8,8 %
para GC+, 13,3 % para GS1, 19,7% para GS2 e 22,6% para GS3. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos [Teste Qui-quadrado: p = 0,0004; Teste de
Bonferroni] Verifica-se que os trés grupos tratados com Soyfemme e o grupo controle

positivo sdo estatisticamente diferentes do grupo controle negativo.
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Gréfico 9. NUmero de espermatozoides com alteragdes morfoldgicas nos ratos tratados durante 91
dias com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um grupo controle
negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos
animais por grupo e as barras verticais representam o erro padrdao médio (epm). Os valores
representam a média dos grupos e as barras verticais representam o epm. * Valores
estatisticamente diferentes em relacéo ao grupo controle negativo (p < 0,05).

5.1.11. Desenvolvimento ponderal das ratas durante os 14 dias prévios ao

acasalamento

O Gréafico 10 mostra o ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%)
durante os 14 dias de tratamento prévios ao acasalamento, calculado a partir da
mensuracdo diaria da massa corporal (g) das ratas tratadas por via oral com
Soyfemme® (GS), em trés doses diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GS1, GS2 e GS3,
respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo
(GC+). Verifica-se que os grupos GC-, GC+ e GS1 apresentaram um ganho relativo de
massa corporal durante esse periodo sem diferenca estatistica significativa, no entanto
GS2 e GS3 diferiram estatisticamente de GC- (ANOVA de MR: 0,0021; Teste de

Bonferroni).
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Grafico 10.  Desenvolvimento ponderal de ratas (1° dia = 100%) tratadas durante a fase de pré-
acasalamento com o Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um grupo
controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a média
dos animais por grupo. (GC- = 24; GC+ = 16; GS1 = 24; GS2 = 21; GS3 = 11).

5.1.12. Consumo de 4gua das ratas durante os 14 dias prévios ao acasalamento

O Gréfico 11 mostra o consumo de agua em relacdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 14 dias de tratamento prévios ao acasalamento. O célculo foi
efetuado a partir do consumo diario de agua (ml), relacionado a massa corporal diaria
(9), de ratas tratadas por via oral com Soyfemme® (GS) com trés doses diferentes 4,3;
21,5 e 43mg.kg™(GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-)
e um grupo controle positivo (GC+). Observou-se que tantos os animais dos grupos
controles e os tratados com o fitoterapico, apresentaram um consumo relativo de agua
(%) semelhante, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos.
[ANOVA de MR: p = 0,121].
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Grafico 11.  Consumo percentual de agua (%) em relagdo a massa corporal durante os 14 dias prévios
ao acasalamento, de ratas tratadas com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 215 e
43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores
representam a média dos animais por grupo. (GC- = 24; GC+ = 16; GS1 = 24; GS2 = 21;
GS3=11).

5.1.13. Consumo de racgdo das ratas durante os 14 dias prévios ao acasalamento

O Grafico 12 mostra o consumo de racdo em relacdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 14 dias de tratamento prévios ao acasalamento. O célculo foi
efetuado a partir do consumo diério de ragdo (g), relacionado a massa corporal diaria
(9), de ratas tratadas por via oral com Soyfemme® (GS) em trés doses diferentes 4,3;
21,5 e 43mg.kg™, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle negativo(GC-)
e um grupo controle positivo (GC+). Verificou-se que tanto as ratas tratadas com o
fitoterapico quanto as ratas dos grupos controles apresentaram um consumo relativo de
ragcdo (%) semelhante, ndo havendo diferencga estatisticamente significativa entre os
grupos. [ANOVA de MR: p = 0,321].
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Grafico 12.  Consumo percentual de racdo das ratas (%) em relacdo a massa corporal durante os 14
dias prévios ao acasalamento, tratadas com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 ¢
43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores
representam a média dos animais por grupo. (GC- = 24; GC+ = 16; GS1 = 24; GS2 = 21;
GS3=11).

5.1.14. Desenvolvimento ponderal das ratas durante a gestagdo

O Gréfico 13 mostra o ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%)
durante os 21 dias de gestacdo, calculado a partir da mensuracdo diaria da massa
corporal (g) das ratas tratadas por via oral com Soyfemme® (GS), em trés doses
diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle
negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Verifica-se que todos 0s grupos
apresentaram um ganho relativo de massa corporal durante esse periodo, porém com
diferenca estatistica significativa. [ANOVA de MR: 0,004] Com a realizacao do teste de
Bonferroni observou-se que GS2 e GS3 foram diferentes dos demais grupos. O ganho
relativo médio dos grupos GC-, GC+ e GS1 foi de 36,5%, GS2 foi de 10% e GS3 o
ganho médio foi de 20,2%.
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Gréfico 13.

Desenvolvimento ponderal de ratas (1° dia = 100%) tratadas durante a fase de gestacéo
com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um grupo controle negativo
(GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos animais por
grupo. (GC-=13; GC+ =2; GS1 =13; GS2 =5; GS3 =2).

5.1.15. Consumo de 4gua das ratas durante a gestacéo

O Gréfico 14 mostra o consumo de agua em relagdo a massa corporal (%),

avaliado durante os 21 dias de gestacdo. O calculo foi efetuado a partir do consumo

diario de agua (ml), relacionado a massa corporal diaria (g), de ratas tratadas por via
oral com Soyfemme® (GS), com trés doses diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™?, (GS1, GS2

e GS3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle

positivo (GC+). Observou-se que tantos os animais dos grupos controles negativo e

positivo e os tratados com o fitoterapico, apresentaram um consumo relativo de agua

(%) semelhante, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos.
[ANOVA de MR: p =0,203].
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Grafico 14.  Consumo percentual de agua (%) em relacdo a massa corporal durante os 21 dias de
gestaco, de ratas tratadas com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um
grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a
média dos animais por grupo. (GC- = 13; GC+ = 2; GS1 = 13; GS2 = 5; GS3 = 2).

5.1.16. Consumo de racéo das ratas durante a gestacao

O Gréfico 15 mostra o consumo de ragdo em relacdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 21 dias de gestacdo. O calculo foi efetuado a partir do consumo
diario de racdo (g), relacionado a massa corporal diaria (g), de ratas tratadas por via oral
com Soyfemme® (GS) em trés doses diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GS1, GS2 e
GS3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo
(GC+). Verificou-se que tanto as ratas tratadas com o fitoterapico quanto as ratas dos
grupos controles apresentaram um consumo relativo de racdo (%) semelhante, nédo
havendo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p
=0,124].
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Grafico 16.  Desenvolvimento ponderal de ratas (1° dia = 100%) tratadas durante os 21 dias de
lactacdo com Soyfemme (GS) em duas doses: 4,3 e 43mg.kg™ um grupo controle negativo
(GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos animais por
grupo. (GC-=5; GC+=1;GS1=3; GS3 =1).

5.1.18. Consumo de 4gua das ratas durante a lactacéo

O Gréfico 17 mostra o consumo de agua em relagdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 21 dias de lactacdo. O calculo foi efetuado a partir do consumo
diario de agua (ml), relacionado a massa corporal diaria (g), de ratas tratadas por via
oral com Soyfemme® (GS), com duas doses diferentes 4,3 e 43mg.kg™, (GS1 e GS3,
respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo
(GC+). Observou-se que tantos os animais dos grupos controles e os tratados com o
fitoterapico, apresentaram um consumo relativo de agua (%) semelhante, ndo havendo

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p = 0141].
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Grafico 17. Consumo percentual de agua (%) em relagdo a massa corporal durante os 21 dias de
lactacdo, de ratas tratadas com Soyfemme (GS) em duas dosagens, 4,3 e 43mg.kg™ um
grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a
média dos animais por grupo. (GC-=5; GC+=1; GS1=3; GS3=1).

5.1.19. Consumo de racéo das ratas durante a lactacéo

O Gréfico 18 mostra o consumo de ragdo em relagdo a massa corporal (%),

avaliado durante os 21 dias de lactacdo. O calculo foi efetuado a partir do consumo

diario de racdo (g), relacionado a massa corporal diaria (g), de ratas tratadas por via oral
com Soyfemme® (GS) em duas doses diferentes 4,3 e 43mg.kg™, (GS1 e GS3,

respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo

(GC+). Verificou-se que tanto as ratas tratadas com o fitoterapico quanto as ratas dos

grupos controles apresentaram um consumo relativo de racdo (%) semelhante, nédo

havendo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p =

0,158].
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Grafico 18.  Consumo percentual de racdo das ratas (%) em relacdo a massa corporal durante os 21
dias de lactagéo, tratadas com Soyfemme (GS) em duas doses: 4,3 e 43mg.kg™ um grupo
controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a média
dos animais por grupo. (GC-=5; GC+=1; GS1 =3; GS3 =1).

5.1.20. Massa relativa de 6rgaos das ratas

A Tabela 2 apresenta a massa relativa dos 6rgaos das ratas tratadas por via
oral com o fitoterapico Soyfemme® (GS) que pariram a termo, em trés doses diferentes
4,3: 21,5 e 43mg.kg™, (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle (GC-) e
um grupo controle positivo (GC+) durante as fases de pré-acasalamento, acasalamento,
gestacéo e lactacéo.

Observou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0s
grupos com relacdo a massa corporal dos Orgdos sexuais, nem nos demais Orgaos

enviados para analise histopatoldgica. (ANOVA = p > 0,05).

Tabela2.  Massa relativa dos 6rgaos (%) das fémeas tratadas durante as fases de pré-acasalamento,
acasalamento, gestacdo e lactacdo com Soyfemme (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg”
! (GS1, GS2 e GS3, respectivamente) um grupo controle (GC-) e um grupo controle
positivo (GC+). Sdo apresentados os valores médios e o erro padrdo médio (epm) por

grupo.
Orgéos GC- GC+ GS1 GS2 GS3

(n=7) (n=1) (n=5) (n=2) (n=1)
Coragéo 0,73 +0,02 0,81+ 0,04 0,79 +0,03 0,77 £ 0,04 0,80 + 0,02
Bago 0,47 +0,01 0,51 +0,02 0,54 + 0,02 0,52 + 0,02 0,61+ 0,02
Figado 10,31 0,33 12,23 £ 0,45 10,29 + 0,47 9,74 +0,36 8,85+ 0,14
Rim D 0,84 +0,01 0,92 +0,03 0,89 +0,01 0,76 + 0,02 0,89 + 0,02
RimE 0,80 + 0,03 0,90 +0,03 0,83 +0,02 0,74 +0,03 0,43 +0,03
Ovério D 0,06 +0,01 0,02 £0,01 0,07 £0,02 0,05 + 0,01 0,07 £0,01
Ovario E 0,07 £0,02 0,04 0,01 0,06 + 0,01 0,04 +0,01 0,07 £0,01

Utero 0,37+0,11 0,38+ 0,02 0,48 + 0,04 0,42 +0,03 0,41+ 0,05
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5.1.21. Indices reprodutivos dos animais tratados

A Tabela 3 apresenta os indices reprodutivos dos animais tratados (antes e
durante o acasalamento e durante a gestagdo) com o fitoterapico Soyfemme® (GS) em
trés diferentes doses 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ e um controle positivo (GC+) comparados a

um grupo controle negativo (GC-).

Com relagdo a anélise das taxas calculadas, houve diferenga estatistica
significativa entre 0s grupos nas taxas de acasalamento, gestacdo e perdas pods-
implantacédo [teste Qui-quadrado: p = 0,0004 (taxa acasalamento), p = 0,0003 (taxa de
gestacdo) p = 0,004 (taxa de perdas pés-implantacdo)] verificou-se que GC+ diferiu
estatisticamente na taxa de gestacdo, e GS3 diferiu estatisticamente dos demais grupos,

nas taxas de acasalamento e taxa pos-implantacéo.

Tabela 3.
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Tabela 4. Indices reprodutivos de ratas tratadas com Soyfemme® (GS) em trés doses: 4,3; 21,5 e
43mg.kg™ e um controle positivo (GC+) comparados a um grupo controle negativo (GC-) e
gue pariram a termo. Sdo apresentados os valores médios + epm do nimero de observacdes
indicados (n) e as taxas em valores percentuais.

indices Reprodutivos GC- GC+ GS1 GS2 GS3
N (progenitoras) Filhotes (7) 47 (1)8 (5) 36 (2) 13 (2) 15
NUmero de filhotes/ninhada 10,2+1,6 8 10,2+0,8 73+18 75+18
Massa corporal dos filhotes(g) 56+0,14 540,01 6+£0,2 54+0,3 60,5
Taxa de parto (%) 100% 100% 100% 50%* 100%
Taxa de natalidade (%) 100% 100% 87,5% 83% 100%
Taxa de viabilidade (%) 100% 100% 97,7% 60%* 100%
Taxa de desmame (%) 98,4% 100% 95,3% 0%* 61,5%*

* Diferenca estatistica significativa (p < 0,01)

A Tabela 5 apresenta os indices reprodutivos das fémeas tratadas com o
fitoterapico Soyfemme® (GS) em duas diferentes doses, 4,3 e 21,5 mg.kg™ comparados
a um grupo controle negativo (GC-) que sofreram cesariana no 21° dia de gestagdo. A
massa corporal (g) dos fetos no momento da cesariana e a média do numero de fetos por
ninhada ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa [ANOVA p = 0,152]. O
namero de filhotes e a massa do atero gravidico do GS2 foram diferente
estatisticamente dos demais grupos [ANOVA p = 0,023; Bonferroni].

Tabela 5. Indices reprodutivos de ratas tratadas com Soyfemme® (GS) em duas doses: 4,3 e
21,5mg.kg™ comparados a um grupo controle negativo (GC-) e que sofreram cesareana no

21° dia de gestacdo. Sdo apresentados os valores médios + epm do nimero de observacgdes
indicados (n).

indices reprodutivos GC- GS1 GS2
N (progenitoras) filhotes (5) 61 (8) 69 (3) 22*
Massa do Utero gravido (g) 68,35+ 8,0 74,24 £ 4,6 33,05 £ 9,2*
NUmero de fetos/ninhada 10,2+1,6 10,2+0,8 7,3+1,8
Massa corporal dos fetos (g) 48+0,1 5,11 + 0,05 35+0,8

Alteragdes macroscopicas externas nos fetos - - -
* Diferenca estatistica significativa (p < 0,05)

5.1.22. Desenvolvimento ponderal das progénies
O Gréfico 19 mostra o desenvolvimento ponderal (g) das progénies de ratas
tratadas com o fitoterapico Soyfemme® durante o periodo prévio ao acasalamento,

acasalamento, gestacéo e lactacao.

Verificou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa entre o0s
grupos. [ANOVA de MR: p = 0,095].
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Grafico 19.  Desenvolvimento ponderal (g) das progénies desde o nascimento até o 36° dia, nascidos
de ratas tratadas com o Soyfemme (GS) em duas doses: 4,3 e 43mg.kg™ e um controle
positivo (GC+) comparados a um grupo controle negativo (GC-), durante os periodos de
pré-acasalamento, acasalamento, gestagdo e lactagdo. Os valores representam a média dos
grupos.

O Gréafico 20 mostra o desenvolvimento ponderal (g) individual das
progénies de ratas tratadas com o fitoterapico Soyfemme® durante o periodo prévio ao

acasalamento, acasalamento, gestagéao e lactagéo.

Verificou-se que os filhotes do grupo GS3 apresentaram um
desenvolvimento ponderal diferente, havendo diferenca estatisticamente significativa
entre GS3 e 0s outros grupos na 5° semana de vida. [ANOVA de MR p = 0,04; Teste de

Bonferroni].
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Grafico 20.  Desenvolvimento ponderal (g) individual das progénies desde o nascimento até o 36° dia,
nascidos de ratas tratadas com o Soyfemme (GS) em duas doses: 4,3 e 43mg.kg™ e um
controle positivo (GC+) comparados a um grupo controle negativo (GC-), durante os
periodos de pré-acasalamento, acasalamento, gestacéo e lactacdo. Os valores representam
a média dos grupos.

5.1.23. Caracteristicas de desenvolvimento das progénies

O Gréfico 21 e o Grafico 22 mostram a idade (dias de vida) no surgimento
das caracteristicas de desenvolvimento geral e sexual, respectivamente, nos filhotes
nascidos de ratas tratadas com o fitoterapico Soyfemme® em trés doses diferentes, um
grupo controle positivo e um grupo controle negativo. As caracteristicas de
desenvolvimento se manifestaram em periodos correspondentes aos do grupo controle

negativo.

O Grafico 21 apresenta a idade (dias de vida) dos filhotes no aparecimento
das caracteristicas de desenvolvimento geral. O Grafico 21A mostra descolamento dos
pavilhGes auriculares surgiu no mesmo periodo em todos 0s grupos experimentais, entre
0 primeiro e o terceiro dia de vida. [Teste Qui-Quadrado p = 1,2]. O Grafico 21B mostra
0 surgimento da penugem, que ocorreu entre o terceiro o0 sexto dia de vida em todos 0s
grupos [Teste Qui-Quadrado p = 1]. A erupc¢do dos dentes incisivos é representada no
Grafico 21C, ocorreu entre 0 sexto e o oitavo dia e entre o oitavo e o décimo dia, o
surgimento do pelo se deu entre 0 sétimo e nono dia como mostra o Gréafico 21D
(Figura 6) [Teste Qui-Quadrado p = 1]. A abertura dos olhos expressa no Grafico 21E

ocorreu entre os dias 11° e 14° [Teste Qui-Quadrado p = 1,1].
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Grafico 21.  ldade em dias do aparecimento das caracteristicas de desenvolvimento geral das progénies
de ratas tratadas com o Soyfemme (GS) em duas doses: 4,3 e 43mg.kg™ e um controle
positivo (GC+) comparados a um grupo controle negativo (GC-), durante os periodos de
pré-acasalamento, acasalamento, gestacéo e lactacao.

O Gréfico 22 mostra a idade (dias de vida) dos filhotes no aparecimento das
caracteristicas de desenvolvimento sexual (descida dos testiculos, separacdo prepucial e
abertura do canal vaginal). A descida dos testiculos representada no Grafico 22A
ocorreu entre 0o 15° e 19° dia de vida em todos 0s grupos experimentais. [Teste Qui-

Quadrado p = 0,898]. No Grafico 22B esta representada a separacdo prepucial, que
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Nenhuma das variaveis, tanto das caracteristicas de desenvolvimento geral,
quanto as caracteristicas de desenvolvimento sexual apresentaram diferenca

estatisticamente significativa.
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Gréafico 22. Idade em dias do aparecimento das caracteristicas de desenvolvimento sexual das
progénies de ratas tratadas com o Soyfemme (GS) em duas doses: 4,3 e 43mg.kg™ e um
controle positivo (GC+) comparados a um grupo controle negativo (GC-), durante os
periodos de pré-acasalamento, acasalamento, gestacao e lactacdo.
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Figura 6. Surgimento do pelo e erup¢do dos incisivos, no oitavo dia de vida.

5.1.24. Registro de comportamento em campo aberto

O Gréfico 23 representa o registro de comportamento em campo aberto dos
filhotes de ratas tratadas com Soyfemme (GS) em duas doses: 4,3 e 43mg.kg™ e um
controle positivo (GC+) comparados a um grupo controle negativo (GC-), aos 75 dias
de vida. Em relagdo ao numero de entradas no centro do campo aberto ndo houve
diferenca estatisticamente significativa, todos o0s grupos testados entraram e
permaneceram no centro da caixa de campo aberto [ANOVA p = 0,123]. O Gréfico
também mostra a frequéncia de locomocao total no campo aberto, 0s grupos nao
mostraram diferenca estatisticamente significativa entre si [ANOVA p = 0,114]. A
freqiéncia do comportamento de “rearing”, expressada no grafico, ndo foi
estatisticamente diferente entre os grupos [ANOVA p = 0,213]. O Grafico 23 também
mostra 0 comportamento de “escanear”. N&o houve diferenga estatisticamente

significativa entre os quatro grupos testados [ANOVA p = 0,097].



78

mGC- mGC+ mGS1 mGS3

Tempo (s)
N
o

Centro Locomocgéao Rearing Escanear

Grafico 23.  Freqliéncia de entrada no centro do campo aberto, tempo de locomocéo total dentro da
caixa, comportamento de “rearing” e comportamento de “escanear”. Cada animal foi
analisado durante 5 minutos. (GC-n=2; GC+n=2;GS1n=2; GS3n=2).

5.2. GRUPO TRATADO COM A FORMULACAO FITOTERAPICA
ISOFLAVINE

5.2.1. Desenvolvimento ponderal dos ratos durante os 70 dias prévios ao

acasalamento

O Gréfico 24 mostra o ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%)
durante os 70 dias de tratamento prévios ao acasalamento, calculado a partir da
mensuracdo diaria da massa corporal (g) dos ratos tratados por via oral com o
fitoterapico Isoflavine® (GlI), em trés doses diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GI1, GI2
e GI3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo
(GC+). Verifica-se que todos os grupos apresentaram um ganho relativo de massa
corporal durante esse periodo sem diferenca estatistica significativa. (ANOVA de MR:
p = 0,154).
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Gréfico 24.
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Desenvolvimento ponderal de ratos do (1° dia = 100%) tratados com Isoflavine (GI) em
trés doses, 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo
(GC+). Os valores representam a média dos animais por grupo. (GC- =8; GC+=5; GI1 =

8; GI2 =5; GI3 =3).
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Gréfico 25.

5.2.3.

Consumo percentual de agua (%) em relacdo a massa corporal durante os 70 dias prévios
ao acasalamento, tratados com lIsoflavine (GI), em trés diferentes doses, 4,3; 21,5 e
43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores
representam a média dos animais por grupo (GC- = 8; GC+ =5; GI1 =8; GI2=5; GI3 =

3).

Consumo de racdo dos ratos durante os 70 dias prévios ao acasalamento

O Grafico 26 mostra 0 consumo de racdo em relacdo a massa corporal (%),

avaliado durante os 70 dias de tratamento prévios ao acasalamento. O célculo foi

efetuado a partir do consumo diério de ragdo (g), relacionado a massa corporal diaria

(9), de ratos por via oral com Isoflavine® (GI), em trés doses diferentes 4,3; 21,5 e

43mg.kg™, Gl1, GI2 e GI3, respectivamente, um grupo controle negativo (GC-) e um

grupo controle positivo (GC+). Verifica-se que tanto os ratos tratados com o fitoterapico

quanto os ratos do grupo controle, apresentaram um consumo relativo de racédo (%)

semelhante. Observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. [ANOVA de MR: p =0,274].
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Grafico 26.  Consumo percentual de racdo (%) em relacdo a massa corporal durante os 70 dias prévios
ao acasalamento, de ratos tratados com lIsoflavine (GI), em trés doses, 4,3; 21,5 e
43mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores
representam a média dos animais por grupo (GC- = 8; GC+ = 5; GI1 = 8; GI2 = 5;
GI3 =3).

5.2.4.  Desenvolvimento ponderal dos ratos durante os 21 dias de acasalamento

O Gréafico 27 mostra o ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%)
durante 21 dias do periodo de acasalamento, calculado a partir da mensuracao diaria da
massa corporal (g) dos ratos tratados por via oral com o fitoterapico Isoflavine® (GI),
em trés doses diferentes 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, GI1, GI2 e GI3, respectivamente, um
grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Verifica-se que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p =
0,431].
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Grafico 27.  Desenvolvimento ponderal de ratos (1° dia = 100%) durante os 21 dias de acasalamento,
tratados com Isoflavine (GI), em trés doses, 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ um grupo controle
negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos
animais por grupo (GC- = 8; GC+ =5; GI1 =8; GI2 =5; GI3 = 3).

5.2.5.  Consumo de ragdo dos ratos durante os 21 dias de acasalamento

O Grafico 28 mostra 0 consumo de racdo em relacdo a massa corporal (%),
avaliado nos 21 dias durante o periodo de acasalamento. O célculo foi efetuado a partir
do consumo diério de racdo (g), relacionado & massa corporal diéria (g), de ratos
tratados por via oral com Isoflavine® (Gl), com trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GI1,
GI2 e GI3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle
positivo (GC+). Verifica-se que tanto os ratos tratados com o fitoterdpico quanto os
ratos do grupo controle negativo e positivo, apresentaram flutuacbes no consumo
relativo de ragdo (%). Verificou-se que n&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p = 0,074].
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Grafico29. Consumo percentual de agua (%) em relagdo a massa corporal durante os 21 dias de
acasalamento, de ratos tratados com Isoflavine (GI) em trés doses, 4,3; 21,5 e 43mg.kg™
um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os valores representam
a média dos animais por grupo. (GC- = 8; GC+ =5; GI1 =8; GI2 =5; GI3 = 3).

5.2.7. Massa relativa de drgdos dos ratos

A Tabela 6 apresenta a massa relativa dos 6rgdos dos ratos tratados
diariamente por via oral com o fitoterapico Isoflavine® (GI) um grupo controle
negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+), durante 91 dias consecutivos.
Observou-se que houve diferenca estatistica significativa entre os grupos com relacéo a
massa corporal de um 6rgdo sexual, mas nao diferiu estatisticamente nos demais 0rgaos
avaliados. [ANOVA fator Unico: p (figado) = 0,562; p (coracdo) = 0,468; p (baco) =
0,807; p (rim direito) = 0,658; p (rim esquerdo) = 0,737; p (epididimo direito) = 0,045;
p (epididimo esquerdo) = 0,014; p (testiculo direito) = 0,767; p (testiculo esquerdo) =
0,506; p (vesicula seminal) = 0,689 e p (prostata) = 0,604].

Com a realizacdo do teste de Bonferroni pbde-se observar que o peso dos
epididimos esquerdos e direitos nos grupos GI2 e GI3 diferiram estatisticamente do
grupo controle negativo.
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Tabela6.  Massa relativa dos érgéos (%) dos ratos tratados durante 91 dias com fitoterapico Isoflavine
(GI) em trés doses 4,3; 21,5 e 43mg.kg™?, (GI1, GI2 e GI3, respectivamente) um grupo
controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Sao apresentados os valores
médios e erro padrdo médio (epm).

Orgéos GC- GC+ Gl1 GI2 GI3
(n=8) (n=5) (n=8) (n=5) (n=3)

Coragéo 1,07 £ 0,07 1,02 +£0,05 0,98 + 0,03 0,97 £ 0,07 0,91 + 0,04

Baco 0,78 £ 0,05 0,76 + 0,07 0,69 + 0,05 0,75+0,02 0,77 +£0,12

Figado 12,87 £ 0,89 11,96 + 0,97 10,31+ 0,48 12,14 £ 0,62 10,71+ 0,22

Rim D 1,16 £ 0,08 1,25+ 0,06 1,14 £ 0,04 1,10 £ 0,07 1,13 £0,03

Rim E 1,14 £ 0,08 1,18 £ 0,06 1,15+ 0,07 1,07 £ 0,08 1,12 £0,02

Testiculo D 1,75+ 0,06 1,79 £ 0,07 1,69 + 0,06 1,71+0,12 1,63+0,13

Testiculo E 1,75+ 0,06 1,76 £ 0,05 1,62 0,08 1,80+ 0,10 1,64 £0,11

Epididimo D 0,76 £ 0,05 0,62 +0,02 0,70+ 0,04 0,58 + 0,06 0,59 +0,03*

Epididimo E 0,74 £ 0,04 0,62 +0,03 0,67 £ 0,03 0,57 £ 0,03* 0,57 + 0,05*

Prostata 0,81 +0,06 0,83+0,09 0,71 +£0,07 0,79+0,14 0,66 + 0,06

Vesicula seminal 0,67 +0,10 0,63+0,10 0,78 £ 0,04 0,77 £ 0,09 0,65+ 0,07

* Diferenca estatistica significativa (p < 0,05)

5.2.8.  Numero total de espermatozoides

O Grafico 30 mostra os valores médios do numero de espermatozdides

presentes na cauda do epididimo dos animais de cada grupo, determinado a partir da

contagem dos espermatozdides presentes em uma aliquota do macerado dos epididimos
na camera de Neubauer. (GC- =8; GC+ =5; GI1 =8; GI2=5; GI3 = 3).

Com base nos resultados, verifica-se que houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos. Os grupos GI3 e GC+ sdo diferentes estatisticamente de
GC- e também dos grupos Gl1 e GI2. [ANOVA: p = 0,007; Teste de Bonferroni].
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Grafico 30.  Numero de espermatozdides presentes na cauda do epididimo de ratos tratados durante 91
dias com Isoflavine® em trés doses, 4,3; 215 e 43mg.kg’ (GI1, GI2 e GI3
respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+).
Os valores representam a média dos grupos e as barras verticais representam o erro padréo
médio (epm). * Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo controle negativo.

5.2.9. Producao diaria de espermatozdéides

O Grafico 31 mostra os valores médios da produgdo diaria de
espermatozdéides, mensurada a partir da contagem de células esperméticas em cadmara de
Neubauer, a partir dos macerados dos testiculos dos animais de cada grupo (GC- = 8,
GC+ =5, GI1 = 8 e GI2= 5, GI3 = 3). Verificou-se que os grupos tratados com a
formulagdo fitoterapica Isoflavine ndo se monstraram diferente estatisticamente do
grupo controle negativo. (ANOVA p = 0,239).
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Grafico 31.  Producdo diaria de espermatozdides de ratos tratados durante 91 dias com o fitoterapico
Isoflavine® em trés doses, 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ (GI1, GI2 e GI3 respectivamente) um
grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Os valores
representam a média dos grupos e as barras verticais representam o epm.

5.2.10. Morfologia Espermatica

O Gréfico 32 mostra 0 numero médio de espermatozdides com alteracBes
morfolégicas em cada grupo, determinado a partir da avaliacdo dos espermatozdides
provenientes do ducto deferente de todos os animais (GC- = 8, GC+ =5, GlI1 =8¢ GI2
= 5, GI3 = 3). O percentual de alteragdes morfoldgicas em cada grupo foi de 6 % para
GC-, 8,8% para GC+, 12,3% para Gl1, 28,6% para GI2 e 27,7% para GI3. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos [Teste Qui-quadrado: p =
0,0001] Verifica-se que os trés grupos tratados com doses diferentes 4,3; 21,5 e
43mg.kg™ e o grupo controle positivo sdo estatisticamente diferente do grupo controle

negativo.
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Grafico 33.  Desenvolvimento ponderal de ratas (1° dia = 100%) tratadas durante a fase de pré-
acasalamento com Isoflavine® em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™ (Gl1, GI2 e GI3,
respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um controle positivo (GC+). Os
valores representam a média dos animais por grupo. (GC- = 24; GC+ = 16; GI1 = 24; GI2
=15; GI3 =8).

5.2.12. Consumo de agua das ratas durante os 14 dias prévios ao acasalamento

O Grafico 34 mostra 0 consumo de agua em relacdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 14 dias de tratamento prévios ao acasalamento. O célculo foi
efetuado a partir do consumo diario de agua (ml), relacionado a massa corporal diaria
(9), de ratas tratadas por via oral com Isoflavine® (Gl), em trés doses: 4,3; 21,5 e
43mg.kg™?, (G11, GI2 e GI3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um
grupo controle positivo (GC+). Observou-se que tantos os animais dos grupos controles
negativo e positivo e os tratados com o fitoterapico, apresentaram um consumo relativo
de agua (%) semelhante, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. [ANOVA de MR: p =0,187].
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Grafico 34.  Consumo percentual de agua (%) em relagdo a massa corporal durante os 14 dias prévios
ao acasalamento, de ratas tratadas com Isoflavine em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™
(GI1, GI2 e GI3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um controle
positivo (GC+). Os valores representam a média dos animais por grupo. (GC- = 24; GC+
=16; GI1 =24; GI2 = 15; GI3 = 8).

5.2.13. Consumo de racdo das ratas durante os 14 dias prévios ao acasalamento

O Grafico 35 mostra 0 consumo de racdo em relacdo a massa corporal (%),
avaliado durante os 14 dias prévios ao acasalamento. O célculo foi efetuado a partir do
consumo diario de racdo (g), relacionado & massa corporal diéria (g), de ratas tratadas
por via oral com Isoflavine® (GI) em trés doses: 4,3; 21,5 e 43mg.kg™, (GI1, GI2 e
GI3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo
(GC+). Verificou-se que tanto as ratas tratadas com o fitoterapico quanto as ratas dos
grupos controles apresentaram um consumo relativo de ragéo (%) semelhante, nédo
havendo diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. [ANOVA de MR: p
=0,244].
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Grafico 36.  Desenvolvimento ponderal de ratas (1° dia = 100%) tratadas durante a fase de gestacdo
com Isoflavine (GI) em duas doses: 4,3 e 21,5mg.kg™ um grupo controle negativo (GC-) e
um controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos animais por grupo. (GC-
=13;GC+=2;GI1=13;GI2=2).

5.2.15. Consumo de 4gua das ratas durante a gestacéo

O Grafico 37 mostra 0 consumo de agua em relacdo a massa corporal (%),

avaliado durante os 21 dias de gestacdo. O calculo foi efetuado a partir do consumo

diario de agua (ml), relacionado a massa corporal diaria (g), de ratas tratadas por via
oral com Isoflavine® (GI) em duas doses: 4,3 e 21,5mgkg?, (GIl e GI2,

respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e um grupo controle positivo

(GC+). Observou-se que tantos os animais dos grupos controles e os tratados com o

fitoterapico, apresentaram um consumo relativo de agua (%) semelhante, ndo have