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RESUMO

A isoflavona é uma substancia natural, com atividade estrogénica, amplamente
distribuida no reino vegetal. As concentracdes destes compostos sdo relativamente maiores
nas leguminosas e, em particular, na soja (Glycine max). Sendo que as principais
isoflavonas encontradas na soja e seus derivados sdo a genisteina, a daidzeina e a gliciteina.

A soja e seus constituintes sdo consumidos em niveis elevados por vérias populagdes
asiaticas ha séculos, sem qualquer efeito adverso aparente. Porém, a preocupacéo levantada
a partir dos potenciais efeitos adversos da atividade estrogénica das isoflavonas, requer
diversos estudos de seguranca com o uso das preparacdes fitoterdpicas contendo soja,
Glycine max (L.) Merr.

O presente trabalho avaliou os efeitos da administracdo de uma formulacdo
fitoterapica contento Glycine max (L.) Merr., durante o periodo de organogénese em ratas
Wistar. As ratas foram tratadas, por via oral durante 0 6° ao 15° dia de gestagdo. Os grupos
estudados receberam: 1,72 mg/kg/dia (GS1); 8,60 mg/Kg/dia (GS2) e 17,20 mg/kg/dia
(GS3) da uma formulacdo fitoterapica (Soyfeme®), o grupo controle negativo (GC-) o
veiculo (&gua destilada) e o grupo controle positivo (GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas
(aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina).

Foi avaliada a toxicidade materna e a embriofetotoxicidade. Os resultados revelaram
toxicidade materna minima. Na avaliacdo do consumo diério de racdo das progenitoras foi
evidenciando diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no consumo de ra¢do no 21°
dia de gestacdo: GC+ (7,429 + 1,01), GS1 (7,409 + 0,94), GS2 (7,449 + 1,49) e GS3 (7,48¢
+ 1,25), quando comparados ao GC- (6,469 + 1,85). No entanto, a mesma diferenca néo foi
identificada na avaliacdo do ganho relativo de massa corporal materna (p>0,05). Porém, na
avaliacdo do peso corporal individual dos filhotes o grupo GS3 (4,81+ 0,41) demonstrou
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), em relagcdo aos demais grupos: GC- (5,18
+0,44); GC+ (5,13 £ 0,54); GS1 (5,00 + 0,43); GS2 (5,07+ 0,67).

As progenitoras também apresentaram alteracdo macroscopica na parede uterina
representadas como petéquias: GC- (0/12); GC+ (0/12); GS1 (0/12); GS2 (7/12) e GS3
(9/12), evidenciando diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). Os filhotes expostos

a formulacdo comercial e & mistura de isoflavona demonstraram altera¢cbes macroscopicas



externas através de hematomas cutineos 0s quais ndo ocorreram na mesma Proporgdo
(p<0,05) entre os grupos: GC- (0/122), GC+ (23/117), GS1 (23/121 ), GS2 (20/109), GS3
(40/121), maior ocorréncia de variantes esqueléticas evidenciando diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05): GC- (15,57/122), GC+ (18,80/117), GS1
(35,53/121), GS2 (37,61/109), GS3 (42,14/121) e retardo no desenvolvimento de centros de
ossificacdo evidenciando diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em relagéo aos
grupos controles: GC- (15,57/122), GC+ (18,80/117), GS1 (35,53/121 ), GS2 (37,61/109),
GS3 (42,14/121).

Desta forma, sugere-se que esta formulacdo fitoterapica, contento Glycine max (L.)
Merr., pode alterar a gestacdo das fémeas tratadas; entretanto, ndo apresenta potencial para
ma-formacgOes 0sseas até 17,20 mg/kg/dia, em ratos Wistar.



ABSTRACT

Isoflavone is a natural substance, with estrogenic activity, widely distributed in the
vegetable kingdom. The concentrations of these compositions are relatively higher in the
leguminous plants and, mainly, in soy (Glycine max). The main isoflavones found in soy
and its derivates are genistein, daidzein, and glycitein. Soya and its constituents have been
consumed at high levels by several Asian populations for centuries, without any apparent
adverse effects. However, the preoccupation that emerged due to potential adverse effects
of this estrogenic activity of the isoflavones requires several safety studies with the use of
phytotherapic preparations containing soy, Glycine max (L.) Merr. The present study
evaluated the effects of the administration of a phytotherapic formulation containing
Glycine max (L.) Merr., during the organogenesis period in Wistar rats. The rats were
treated, orally, from the 6" to the 15 day of gestation. The groups studied received: 1.72
mg/kg/day (GS1); 8.60 mg/Kg/day (GS2) and 17.20 mg/kg/day (GS3) of a phytotherapic
formulation (Soyfeme®), the negative control group (GC-) the vehicle (distilled water) and
positive control group (GC+) 4.27 mg/kg of isoflavones (approximately 45% of genistein,
23% of daidzein, and 4% of glycitein). The maternal toxicity and the embryo/fetotoxicity
were evaluated. The results showed minimal maternal toxicity. In the evaluation of the
daily consumption of ration of the progenitors, a statistically significant difference
(p<0.05) in the consumption of the ration on the 21* day of gestation was showed: GC+
(7.429 +1.01), GS1 (7.40g +0.94), GS2 (7.44g + 1.49)and GS3 (7.48g + 1,25), when
compared to GC- (6.46g + 1.85). However, the same difference was not identified in the
evaluation of the relative gain of maternal body mass (p>0.05). However, in the evaluation
of the individual body weight of the pups, the group GS3 (4.81+ 0.41) showed a statistically
significant difference (p<0.05) in relation to the other groups: GC- (5.18 + 0.44); GC+
(5.13 #0.54); GS1 (5.00 +0.43); GS2 (5.07+0.67). The progenitors also showed
macroscopic alteration on the uterine walls represented as petechiae: GC- (0/12); GC+
(0/12); GS1 (0/12); GS2 (7/12) and GS3 (9/12), evidencing a statistically significant
difference (p<0.05). The pups exposed to the commercial formulation and the mix of
isoflavones showed external macroscopic alterations, cutaneous hematomas, which did not
occur in the same proportion (p<0.05) among the groups: GC- (0/122), GC+ (23/117),



GS1 (23/121), GS2 (20/109), GS3 (40/121), a greater occurrence rate of skeletal variants
evidencing a statistically significant difference (p<0.05): GC- (15.57/122), GC+
(18.80/117), GS1 (35.53/121), GS2 (37.61/109), GS3 (42,14/121) and retardation in the
development of the ossification centers, evidencing a statistically significant difference
(p<0.05) in relation to the control groups: GC- (15.57/122), GC+ (18.80/117), GS1
(35.53/121), GS2 (37.61/109), GS3 (42.14/121). This way, it is suggested that this
phytotherapic formulation containing Glycine max (L.) Merr. can alter the gestation of the
females treated; however, it does not have any potential for bone malformation at a dose of
up to 17.20 mg/kg/day, in Wistar rats.



1. INTRODUCAO

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos predominantemente
por plantas e extratos vegetais (SIMOES et al., 2001). No século passado, os farmacos de
origem sintética passaram a predominar no arsenal terapéutico. Concomitantemente, as
preparacOes de origem vegetal comecaram a ter menor importancia e crédito pela classe
médica devido ndo serem produzidos de formas padronizadas, e consequentemente nao
produziam o efeito terapéutico desejado (ALVES & SILVA, 2002).

Com a valorizacdo de habitos mais saudaveis como o consumo de alimentos
naturais, a evidéncia de efeitos colaterais de medicamentos sintéticos, comprovacao
cientifica da atividade farmacoldgica dos fitoterapicos e o preco destes que, de maneira
geral, tem sido mais acessivel a populagdo de menor renda, 0 consumo tem crescido no
mercado mundial (SOUSA & MIRANDA, 2008).

Fitoterapia € o estudo das plantas medicinais e suas aplica¢es na cura das doencas.
A palavra fitoterapia vem de dois radicais gregos: fito (Phyton), que significa planta e
terapia (Therapeia), que significa tratamento ou prevencgéo de doencas (ALVES & SILVA,
2002).

Nos ultimos anos, tém-se atribuido que os constituintes de plantas com uma
estrutura fendlica similar aos estrogénios, conhecidos como fitoestrégenos, seriam
alternativas naturais, para a reposicdo hormonal (CLAPAUCH et al., 2002). Exemplo disso,
a leguminosa oleaginosa soja.

Cultivada pelos chineses ha cinco mil anos, a soja chega ao terceiro milénio como
uma das mais importantes “commodities” agricolas do mercado e ainda estdo sendo
reconhecidos seus efeitos terapéuticos e efeitos colaterais. Isso significa que a soja e seus
derivados podem colaborar na melhoria da saide e na qualidade de vida (EMBRAPA,
2004a).

A soja e seus constituintes foram consumidos em niveis elevados por varias
populacdes asiaticas durante séculos, sem qualquer aparente efeito adverso. Porém a
preocupacao levantada a partir dos potenciais efeitos adversos da atividade estrogénica das
isoflavonas, sugere diversos estudos de seguranca com o uso das preparagdes fitoterdpicas
contendo soja, Glycine max (L.) Merr (McCLAIN et al., 2006).



O maior interesse dos pesquisadores é na farmacologia e fisiologia das isoflavonas,
pois podem apresentar estruturas ndo esteroidal e comportam-se como estrégenos na
maioria dos sistemas bioldgicos, alem de serem as mais abundante dentre os fitoestrégenos
(ESTEVES & MONTEIRO, 2001).

Nos ultimos anos, véarios estudos evidenciam os beneficios da soja na prevencao de
doencas cronico-degenerativas, gragas a sua composi¢do, a concentracao e as caracteristicas
de isoflavonas na soja; compostos biologicamente ativos e que possuem fungdes
terapéuticas. A soja pode ser benéfica na terapéutica de algumas doencas, nas quais haja
dependéncia de hormdnios como o céancer de mama, a menopausa e a o0steoporose
(EMBRAPA, 2004b).

Apesar do avango das pesquisas nestas Ultimas décadas, apenas 30 a 35% das causas
das malformacdes podem ser esclarecidas, em face da grande dificuldade de se recuperar a
historia do paciente e também do fato de a grande maioria dos casos de malformacdes estar
relacionada a varios fatores intercorrentes (LEMONICA, 2008).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de uma formulacéo
fitoterapica comercial sobre o desenvolvimento da progénie exposta durante a fase de
organogénese (Segmento Il: de toxicidade pré — natal) de ratos Wistar, contribuido para o
entendimento da atuacdo dos fitoestrogénios provenientes da soja, Glycine max (L.) Merr,

sobre a fase de embriogénese na gestacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideraces Histdricas

A partir de sua origem no norte da China, a soja se expandiu de maneira lenta, entre
200 A.C. e o século Il D.C., para o sul da China, Coréia, Japdo e sudeste da Asia. Por
séculos, a cultura permaneceu restrita ao oriente sendo introduzida no ocidente, pela
Europa, somente por volta do século XV; ndo com finalidade de alimentacdo, como
acontecia na China e Japéo, mas de ornamentacdo, como na Inglaterra, Franca e Alemanha
(EMBRAPA, 2004a).

Mais de quinhentos anos passaram-se até que a civilizacdo ocidental percebesse o
valor do grdo de soja na alimentacdo, principalmente o seu valor protéico. As primeiras
tentativas de producéo de soja na Europa fracassaram, provavelmente, devido a fatores
climaticos, auséncia de conhecimento sobre a cultura e suas exigéncias. Os norte-
americanos foram os que, entre o fim do século XIX e inicio do século XX, conseguiram
desenvolver o cultivo comercial da soja, criando novas variedades, com teor de 6leo mais
elevado. A partir de entdo, ocorreu a expansdo do seu cultivo (EMBRAPA, 2004a).

A introducéo da soja no Brasil deu-se por volta de 1882, com o professor Gustavo
Dutra, da Escola de Agronomia da Bahia, realizando os primeiros estudos com a cultura no
pais. Cerca de dez anos depois, o Instituto Agronémico de Campinas (IAC), no Estado de
Sao Paulo, também iniciou estudos para obtencdo de cultivares aptos a regido. Naquela
época, porém, o interesse pela cultura ndo era pelo seu material nobre, o grdo, e sim mais
pela planta como uma espécie a ser utilizada como forrageira e na rotagdo de culturas. Os
grdos eram oferecidos aos animais uma vez que ainda ndo havia o seu emprego na industria
(EMBRAPA, 2004a).

O primeiro registro de cultivo comercial de soja no Brasil data de 1914, no
municipio de Santa Rosa, RS. Mas, foi somente a partir dos anos 40 que o seu cultivo
adquiriu alguma importancia econémica, merecendo 0 primeiro registro estatistico
nacional, em 1941, no Anuario Agricola do Rio Grande do Sul, onde se Ié: &rea cultivada
de 640 ha, produgdo de 450 t. Nesse mesmo ano, instalou-se a primeira industria

processadora de soja do pais, em Santa Rosa, RS. E em 1949, com produgdo de 25.000t, o



Brasil figurou, pela primeira vez, como produtor de soja nas estatisticas internacionais
(EMBRAPA, 2004a).

Atualmente, a soja e seus derivados apresentam grande potencial no mercado de
alimentos funcionais devido a presenca de compostos bioativos, como as isoflavonas, as
quais tem sido largamente estudadas quanto aos seus efeitos bioldgicos benéficos a saude,
tais como: atividade estrogénica, antiestrogénica, hipocolesterémica e anticarcinogénica
(BARBOSA et al., 2006).

2.2 Fitoterapia

A Fitoterapia (do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal) é o estudo das
plantas medicinais e suas aplicagdes na cura das doencas. Ela surgiu, independentemente (a
espécie ja existente no pais, de forma selvagem, passou a ser cultivada), na maioria dos
povos. Na China, surgiu por volta 3000 A. C. quando o imperador Cho-Chin-Kei descreveu
as propriedades do Ginseng e da Cénfora. As bases da fitoterapia repousam no
conhecimento popular de plantas utilizadas na vida diaria (SIMOES et al., 2001).

H& uma grande quantidade de plantas medicinais, em todas as partes do mundo,
utilizadas h& milhares de anos para o tratamento de doencas, através de mecanismos na
maioria das vezes desconhecidos. O estudo desses mecanismos e o isolamento do principio
ativo (a substancia ou conjunto delas que é responsavel pelos efeitos terapéuticos) da planta
é uma das principais prioridades da farmacologia (SIMOES et al., 2001).

Enquanto o principio ativo ndo é isolado, as plantas medicinais sdo utilizadas de
forma caseira, principalmente através de chas. Ou de forma industrializada, com extrato
homogéneo da planta. Ao contrério da crenga popular, o uso de plantas medicinais ndo é
isento de risco. Além disso, todo principio ativo terapéutico é benéfico dentro de um
intervalo de quantidade. Abaixo dessa quantidade € indcuo e acima disso passa a ser toxico
(SIMOES et al., 2001).

A medida que os principios ativos sio descobertos, eles sdo isolados e refinados de
modo a eliminar agentes toxicos e contaminagdes. As doses terapéuticas e toxicas sdo bem
estabelecidas, determinando de forma precisa a faixa terapéutica e as interacOes desse
farmaco com os demais (SIMOES et al., 2001).



Considera-se também que grande namero de plantas medicinais ndo contém um
principio ativo especifico e suas propriedades terapéuticas derivariam da totalidade de seus
ingredientes. Inimeros medicamentos tém principios ativos extraidos de plantas, sendo
modificados quimicamente em laboratério para potencializar a atividade, aumentando a
biodisponibilidade ou diminuir os efeitos adversos (CLAPAUCH et al., 2002).

2.3 Fitoestrogenos

Nas Ultimas décadas, tem havido um grande interesse nos fitoestrdgenos e em
particular nos potenciais benéficos que uma dieta rica nestes compostos pode conferir no
controle de muitas doencas crénicas (ESTEVES & MONTEIRO, 2001). Os fitoestrogenos
sd0 compostos naturais encontrados nas plantas, geralmente apresentando um anel fendlico
em sua estrutura. Produzem efeitos como do hormdnio estrogénico em animais e humanos
(ALVES & SILVA, 2002; KNIGHT & EDEN, 1995; MUELLER, 2002).

O primeiro grupo de hormonios vegetais detectados foi o das auxinas, sendo de
grande importancia na botanica, por seus efeitos no controle de muitos processos
metabdlicos (CLAPAUCH et al., 2002).

Essa descoberta é o resultado de experiéncias feitas por diversos fisiologistas, a se
iniciar por Darwin. A atividade estrogénica das plantas foi primeiramente demonstrada em
1926, e em meados da década de 70 ja se tinha demonstrado que centenas de plantas
exibiam atividade estrogénica (ALVES & SILVA, 2002).

A partir da década de 1940, os fitoestrogenos assumiram um papel bioldgico e
econdmico importante com a verificagdo de infertilidade em massa de ovelhas australianas
que ingeriram alta quantidade de trevo vermelho, o que provocou a chamada doenca do
trevo (clover disease) (ALVES & SILVA, 2002).

Os fitoestrogenos mais encontrados nas dietas sdo as isoflavonas, presentes
principalmente em produtos a base de soja ( LIGGINS et al., 2000). As isoflavonas, por sua
semelhanga estrutural ao estrégeno humano, determinam efeitos estrogénicos importantes,
sendo por isso referidos como fitoestrogenos (WANG & MURPHY, 1994). Os principais
fitoestrogenos sdo os encontrados na soja (CLAPAUCH et al., 2002).



2.4 Isoflavonas

As isoflavonas, também denominadas isoflavondides, sdo compostos quimicos
fendlicos, pertencentes a classe dos fitoestrogenos e estdo amplamente distribuidos no reino
vegetal. As concentracdes destes compostos sdo relativamente maiores nas leguminosas e,
em particular, na soja (Glycine max). Sendo que as principais isoflavonas encontradas na
soja e seus derivados sdo a daidzeina, a genisteina e a gliciteina, as quais apresentam-se
como varias formas de conjugados glicosidicos, dependendo da extensdo do processamento
ou fermentacao.

Do total de isoflavonas, dois tercos sdo de glicosideos conjugados de genisteina,
sendo, o restante composto de conjugados de daidzeina e pequeno quantidades de
gliciteina. Ja nos produtos fermentados de soja, predominam ndo s6 a genisteina, mas

também a daidzeina, devido a agdo de glicosidases bacterianas (SETCHELL, 1998).

2.5 Farmacocinética

As isoflavonas estdo presentes nos alimentos ligadas a acucares e beta-glicosideos.
Nesta forma ndo sdo absorvidos pelo organismo humano. Somente as isoflavonas livres
sem a molécula de agucar, as chamadas agliconas, sdo capazes de atravessar a membrana
plasmética.

Quando consumidas, sdo hidrolisadas pelo suco gastrico liberando as agliconas
como a daidzeina, genisteina e gliciteina e sendo absorvida diretamente no intestino ou
biotransformadas por acdo de bactérias glicosidases (TAPIERO et al., 2002). Enzimas
hidroliticas de bactérias intestinais sdo responsaveis por estas reacdes. No lumen, as
bactérias convertem grande parte dessas agliconas em equol (produto de degradagdo
bacteriana da daidzeina) ou 4-etilfenol (produto de degradacao da genisteina) (TAPIERO et
al., 2002).

Todos estes precursores e metabdlitos exercem atividade estrogénica. As formas
agliconas e os produtos metabdlitos das isoflavonas sdo absorvidos pela barreira epitelial do
intestino, a qual ocorre passivamente via micelas. Apds a absorcdo, estas moléculas séo

incorporadas nos quilomicrons, que as transportam ao sistema linfatico antes de entrar no



sistema circulatério. Os quilomicrons distribuem as isoflavonas em todos os tecidos extra-
hepaticos, onde irdo exercer todos seus efeitos metabdlicos.

A retomada das isoflavonas circulantes do sangue ocorre passivamente e todas as
células que contém receptores para estrogenos podem ser influenciadas por essas
moléculas. Quando secretados pela bile, parte é reabsorvida pela circulacdo éntero-
hepatica; parte é excretada pelas fezes e a outra parte é excretada pela urina (ANDERSON
& GARNER, 1997). Contudo, a eliminagdo urinaria das isoflavonas é maior (WANG &
MURPHY, 1994; SETCHELL, 1998).

Nos oOrgaos-alvo, tendem a realizar ligacOes estaveis com o0s receptores hormonais.
Porém, resulta em uma acéo estrogénica fraca. Esté caracteristica confere- -lhes uma agéo
reguladora tanto em situagdes de hiper como de hipoestrogenismo (ALVES & SILVA,
2002).

Embora estudos mostrem que os efeitos estrogénicos sejam pequenos (1/1.000 a
1/100.000 inferior & atividade do estradiol), na presenca de estrogénio elas agem como
antiestrogénios, competindo com eles nos sitios de ligacdo nos receptores de estrégenos
presentes nas células. Na auséncia de estrogenos, essas substancias apresentam efeito
estrogénico (QUEIROZ, 2004).

As isoflavonas apresentam ligacdo preferencial aos receptores beta-estrogénicos,
sendo esta ligacdo mais estavel que os outros estrogénios (ALVES & SILVA, 2002;
MUELLER, 2002) e sugere-se que possa exercer acdo atraveés de caminhos separados
daqueles dos estrogénios esteroidais classicos (TAPIERO et al., 2002).

2.6 Mecanismo de Acdo

Os estrogénios penetram as células livremente e fixam-se a receptores
citoplasméticos da superfamilia de hormdnios esteroides - tiredideos. Os receptores o e 3
dos estrogénios, contém 595 aminoacidos com diferentes seqiiéncias, sendo variavelmente
fosforilados (BERNE & LEVY, 2000).

Quando o hormoénio fixa-se no receptor, 0 complexo citoplasmatico resultante é
transformado em um estado ativo e translocado para o interior do nucleo. Apds dimerizagdo

0 complexo fixa-se mais, eficientemente, aos elementos reguladores estrogénicos (ERES)



nos genes-alvo. Como resultado da fixagdo do complexo estrogénio — receptor ao EREs, a
expressao genética é exacerbada ou suprimida, e varias proteinas aumentam ou diminuem
de quantidade no tecido genital e em outros tecidos (BERNE & LEVY, 2000).

Os estrogénios causam quase todas as modificages que resultam no fenotipo
feminino. O esqueleto, o rim, o figado e a arvore vascular também sdo tecidos alvos dos
estrogénios (BERNE & LEVY, 2000).

Os fitoestrogénios com maior agdo estrogénica sdo as isoflavonas, destacando-se a
genisteina, a daidzeina e a gliciteina, presentes no gérmen de soja. S0 compostos ndo
esteroides, que se ligam fracamente aos receptores estrogénicos (menos que 1% da
afinidade de ligagéo do estradiol).

Os mecanismos de agdo das isoflavonas envolvem sua habilidade em se ligar
(GLAZIER & BOWMAN, 2001) e modular seletivamente (MORITO et al., 2002) os
receptores 3 de estrogénios (PETERSON et al., 1998).

2.7 Efeitos Farmacologicos e Indicagdes

Os efeitos das isoflavonas variam de tecido para tecido, dependendo da afinidade
por receptores especificos (ANDERSON & GARNER, 1997). Em um trabalho de revisao
Ferrari & Demiate (2001) abordaram os efeitos de fitoestrogénios sobre tecidos animais,
destacando a capacidade desses compostos em melhorar a saide humana principalmente
por protegerem o organismo contra certas doencas cronicas.

Na faléncia ovariana (menopausa), ocorre uma reducdo dréstica na producdo de
estrogenos enddgenos e com isso uma série de alteracBes fisiologicas importantes
manifesta-se com sintomas caracteristicos, como ondas de calor, insonia, transpiracdo, mau
humor, dor vaginal, dor de cabega, nervosismo, depresséo entre outros (SAKAMOTO &
HALBE, 1995). Os estrogénios sdo a melhor arma contra estes sintomas da sindrome
climatérica. No entanto, alguns estudos indicam o efeito das isoflavonas sobre os fogachos,
com reducdo de 45% da sintomatologia, enquanto a terapia de reposicdo hormonal na
menopausa convencional os reduz em 70%, em comparacgdo ao placebo que reduziu 30%
(CHUNG et al., 1996; LIVINALLE & LOPES, 2007).



A diminuicdo progressiva da massa 6ssea com 0 avancar da idade € um processo
natural. As mulheres entretanto, apresentam maior incidéncia de fraturas que os homens por
terem menor massa 6ssea e por sofrerem uma diminuigdo abrupta dos niveis de estrogénios
na menopausa com consequente acentuagdo da perda. A freqiéncia da osteoporose ocorre
com menor incidéncia em mulheres asiaticas do que nas dos paises ocidentais (COOPER et
al., 1992). Uma das possiveis justificativas para esta diferenca se baseia na elevada ingestédo
de produtos de soja, ricos em isoflavonas (POTTER et al., 1998).

Varios possiveis mecanismos tém sido sugeridos para explicar os efeitos benéficos
das isoflavonas de soja no tecido désseo. Esteves & Monteiro (2001), descrevem que a
genisteina e a daidzeina se ligam aos receptores [ estrogénicos presentes nos osteoclastos e
nos osteoblastos e desta forma incrementam o desenvolvimento das células — alvo. Segundo
Anderson et al. (1997), doses baixas de genisteina agem similarmente aos estrogenos
enddgenos devido a sua habilidade em se ligar aos receptores estrogénicos no tecido 6sseo
e em doses elevadas, podem exercer efeitos potencialmente adversos as fun¢Ges das células
e tecidos 6sseos. No entanto a constante de dissociacdo comparativa da genisteina para o
receptor de estrogénio, determinada em experimentos de ligacdo competitiva, € 100 —
10.000 vezes maior que a do estradiol e dietilestibestrol (CLAPAUCH et al., 2002).

Os efeitos protetores dos estrogénios sobre a doenga cardiovascular sdo manifestos
através das alteracdes lipidicas, efeitos vasculares, sobre resisténcia insulinica e progressao
de placa de arteriosclerose. A Federagdo Mundial de Cardiologia afirma que a soja interfere
no metabolismo das gorduras, reduzindo o colesterol total, inclusive diminuindo o "mau"
colesterol (LDL) e aumentando a quantidade do "bom" (HDL). A soja é fonte de omega 3
(tipo de substéncia que tem efeito protetor nas doengas cardiovasculares) e de isoflavonas
(substancia que atua de maneira protetora na camada intima que recobre as artérias). Por
isso, a soja tem efeito benéfico na prevencdo da aterosclerose e da trombose, que séo
processos de obstrucao das artérias (EMBRAPA, 2004b).

A Food and Drug Administration (FDA - agéncia dos Estados Unidos que
regulamenta alimentos e medicamentos) emitiu um documento para oficializar o potencial
terapéutico da soja na prevencdo de doencgas do coracdo. A FDA se baseou em estudos
cientificos para certificar que o consumo diario de 25 gramas de proteina de soja pode

prevenir os riscos das doencgas vasculares, reduzindo os niveis de colesterol total e do



"mau” colesterol (LDL). Observou-se, in vitro, vasodilatacdo coronaria e redugdo na
agregacdo plaquetaria e na tromboxana, resultando em menor tendéncia pré-trombética
(NAHAS et al., 2003)

As plaquetas participam na formacdo da rolha hemostatica e sdo ativadas por
exposicdo ao colageno. Depois que ocorre a ativacdo, elas se aderem ao subentotélio
lesado, ali se acumulam e ligam-se entre si formando um trombo que é posteriormente
estabilizado (NAHAS et al., 2003). A genisteina tem mostrado efeito na supressio da
formacdo de trombo por inibi¢do da ativacdo, do recrutamento e da agregagdo plaquetaria.
Dietas que incluem a isoflavona diminuiram a funcéo plaquetaria em ratos (SCHOENE &
GUIRDRY, 1999).

Devido ao seu efeito inibidor da proteina tirosina quinase, a genisteina vem sendo
estudada como um composto regulador da secre¢do de insulina, cuja liberacdo é controlada
por mecanismos complexos de sinalizagéo celular que envolvem a acgdo nestes receptores.
Os efeitos benéficos que vém sendo observados em estudos com animais e culturas
celulares sugerem que a genisteina pode ser uma alternativa no tratamento do diabetes,
principalmente do tipo 2 (ESTEVES & MONTEIRO, 2001).

Em relagdo ao sistema nervoso central sabemos que os estrogénios estimulam a
expressao de fatores neutrofilicos e a producdo de acetilcolina e serotonina. Em ratos
machos, dietas contendo alta concentragédo de fitoestrogénios mudaram significativamente a
estrutura da regido cerebral sexualmente dimdrfica durante a vida adulta (PATISAUL et
al., 2001; PATISAUL et al., 2002).

2.8 Efeitos Adversos

Os efeitos do consumo de soja tém sido bastante discutidos. Sua agéo inclui efeitos
estrogénicos e antiestrogénicos como: aumento do intervalo do ciclo menstrual, inducdo da
diferenciag@o celular no cancer, inibicdo da tiroxina quinase, supressao da angiogénese,
efeitos antioxidantes e outros. As pesquisas revelam, porém, que existem ddvidas quanto
aos beneficios da utilizagdo dos fitoestrogénios em relacdo aos seus riscos potenciais
(CLAPAUCH et al., 2002).



A seguranca das formulas comerciais contendo soja esta sendo investigada devido a
potencial acdo hormonal dos fitoestrdgenos em periodos criticos do desenvolvimento.
Alguns estudos sugerem a ocorréncia de carcinogénese, quando ha exposicao a genisteina,
durante o periodo de diferenciacdo celular. Por isso o uso de férmulas infantis baseadas em
soja e a fabricacdo de produtos de soja destinados a criangas deveriam ser mais
profundamente estudados (NEWBOLD et al., 2001).

A alta concentragdo de derivados de soja em algumas formulagGes pediatricas
suscita preocupacdes relacionadas aos possiveis efeitos devidos a potencial agdo hormonal
dos fitoestrogénios em periodos criticos do desenvolvimento. A genisteina e a daidzeina
inibem a tireoperoxidase, enzima responsavel pela producdo dos horménios tireoidianos,
podendo causar aumento de volume da glandula tiredide e hipotireoidismo (CLAPAUCH
et al., 2005).

Estudos apontam que as isoflavonas sédo agentes anti-tireoidianos potentes, 0 que
poderia afetar o crescimento e desenvolvimento. Adicionalmente, ha pesquisas indicativas
de que a exposicdo a isoflavonas pode causar doenga cronica da tiredide em criancas
alimentadas com soja ou complementos de soja. Diversas pesquisas também correlacionam
casos de ingestdo de isoflavonas com o desenvolvimento de bocio (FITZPATRICK, 1999).

Existem evidéncias epidemioldgicas e clinicas de que, ao atuar como estrogénios, 0s
fitohormonios poderiam adiantar a puberdade e o desenvolvimento de mamas nas meninas
antes dos 7 ou 8 anos de idade; e promover ginecomastia nos meninos (TEILMANN et al.,
2002).

Fortes et al. (2007) relata um caso de telarca precoce associada a ingestdo excessiva
de fitoestrogénios (< 40mg/dia). Uma menina de 4 anos e 9 meses que apresentava
desenvolvimento puberal, os niveis hormonais e ultra-sonografia pélvica compativeis com
puberdade precoce periférica. Os pais foram aconselhados a reduzir ingestdo de formulas
baseadas em soja e consequentemente o desenvolvimento puberal cessou, a paciente, com 8
anos e 8 meses, continuou a desenvolver-se com idade 6ssea e cronoldgica equivalentes.

Foi descrita maior incidéncia de hipospadia em humanos cujas mées seguiram uma
dieta vegetariana rica em fitoestrogénios durante a gravidez (NORTH & GOLDING, 2000).
McClain (2007), relata a reducéo do espaco anogenital em filhotes machos de ratas tratadas

com genisteina do 6° ao 20° dia de gestacdo. A exposicdo neonatal a genisteina altera a



resposta pds-puberal do hipotalamo ao horménio liberador das gonadotrofinas em ratos
(WHITTEN, et al., 1995).

Mulheres na pré-menopausa que consomem isoflavonas da soja por tempo
prolongado mostraram um efeito estimulatério nas mamas, caracterizado por aumento de
secrecdo de liquidos, aparecimento de células epiteliais hiperplésicas e niveis elevados de
estradiol, sugerindo um estimulo estrogénico.

O aumento significante de risco de carcinoma de mama, tumores estrogénios
dependentes em humanos, carcinomas de pulmdo, também sdo atribuido aos
Xenoestrogénios e a genisteina, principalmente durante o crescimento e a adolescéncia
(CLAPAUCH et al., 2002). A mesma situacao, existe na descri¢do do caso de uma mulher
na qual foi diagnosticado adenocarcinoma de endométrio de grau I, cuja historia era notavel
pelo uso excessivo, nos 4 anos anteriores, de varios tipos de fitoestrogenos como
suplementos (JOHNSON et al., 2001).

Alta dose de genisteina parece ter efeito proliferativo sobre o Utero de ratas, efeito
este menor, quando comparado ao efeito do estrogénio enddgeno. No mesmo estudo, foi
sugerido que o fitoestrogénio pode também reduzir a acdo do estrogénio quando
administrado simultaneamente (FOLMAN & POPE, 1966).

Em humanos, uma dieta rica em isoflavonas ou outros suplementos em mulheres
menopausadas, ndo demonstraram aumento da espessura do endométrio ao ultra-som.
Porém, os estudos em animais, mostram resultados contraditérios. Um dos estudos, com o
uso de altas doses de isoflavona, demonstrou efeitos proliferativos semelhantes aos dos
estrogénios sintético (HALE et al., 2002).

2.9 Avaliacdo da Toxicidade Reprodutiva

No Brasil, a Resolucdo 90/04 (Diario Oficial da Unido — 18/03/04) do Conselho
Nacional de Saude estabelece estudos de toxicologia pré-clinica, para registro e renovagao
de registro de fitoterapicos. Cinco tipos de ensaios de toxicidade: aguda, subaguda,
crbnica, teratogenia e embriotoxicidade e estudos especiais. A lista de estudos pode variar
de um pais para outro, mas basicamente inclui os seguintes topicos: informacfes

preliminares, toxicidade aguda, toxicidade subcronica, toxicidade cronica, mutagénese e



carcinogénese, reproducdo e embriofetotoxicidade, toxicocinética, efeitos locais sobre a
pele e olhos, sensibilizacdo cutanea e ecotoxicidade (BARROS & DAVINO, 2008).

Segundo a toxicologia, toda substancia pode ser considerada um agente toxico,
dependendo das condigdes de exposicdo. Desta forma, faz-se necessério conhecer as
condi¢des de uso seguro de substdncias quimicas para a saude. A toxicidade de uma
substancia a um ser vivo pode ser considerada como a capacidade de causar dano grave ou
morte (BARROS & DAVINO, 2008).

A toxicologia do desenvolvimento estuda os efeitos adversos que ocorrem nos
organismos, decorrentes da exposicdo as substancias quimicas antes da concepcao, isto €,
dos pais durante o desenvolvimento perinatal ou pds-natal até a puberdade. Essa tecnologia
do desenvolvimento engloba a embriofetotoxicidade e a toxicologia da reprodugéo.

A embriofetotoxicidade estuda as alteracdes induzidas durante o desenvolvimento,
entre a concepgdo e 0 nascimento, enquanto a toxicologia da reproducgéo se encarrega do
estudo dos efeitos adversos que ocorrem nos sistemas reprodutor masculino e feminino
resultantes da exposicao a agentes quimicos (BARROS & DAVINO, 2008).

Entre os mamiferos a reproducdo constitui um processo complexo, prolongado e
que envolve vérias etapas tornando-se desta forma vulnerdvel a interferéncia ambiental ou a
influéncia de varios agentes incluindo plantas e/ou substancias quimicas. A Figura 1
sintetiza os diversos estagios do ciclo reprodutivo de mamiferos (LEMONICA, 2008).
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Figura 1. Ciclo reprodutivo de mamiferos (LEMONICA, 2008).

A reprodugdo dos mamiferos € um processo ciclico constituido de varias fases, as
quais se dividem em quatro estagios diferenciados que correspondem as etapas do
desenvolvimento pré e pos-natal, 0 amadurecimento sexual e o acasalamento. No ciclo
reprodutivo, pode-se verificar que em cada fase estdo relacionados varios eventos que

podem ser modificadas pela exposicao a agentes quimicos (LEMONICA, 2008).

2.10 Uso de Medicagdo Durante a Gestacao

Vaérios sdo os cenarios que envolvem a seguranca do uso de medica¢des durante o
periodo de gestacdo. Tal acdo em qualquer mulher ou animal em idade reprodutiva deve
ser criteriosa, principalmente, durante a gestacdo. Nestes casos, a exposicdo ao farmaco
ocorre durante a fase mais vulneravel do desenvolvimento embrionario (WEBSTER &
FREEMAN, 2001).

Quando uma gestante € exposta a um agente quimico, o organismo embriofetal ndo
é o0 alvo primario e sim secundario da substancia em questdo; e seu efeito sobre esse

organismo vai depender de uma série de fatores.



Durante o periodo de gestacdo, a exposi¢do materna a um agente toxico pode levar a
respostas diversas e seu efeito final variar desde a morte até o nascimento de individuo
normal. Essa variacdo de resposta se deve ao fato de que o efeito embriofetotoxico de uma
substancia quimica esta diretamente regulado por alguns fatores: gendétipo do embrido,
resposta ao agente teratogénico e estagio de desenvolvimento no qual se encontra o
concepto no momento da exposicdo (LEMONICA, 2008).

A Figura 2 demonstra que durante o periodo de gestacdo, a exposicdo materna a um
agente quimico téxico pode levar a respostas diversas e seu efeito final variar desde a morte

até o nascimento de individuo normal.
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Figura 2. Resultados finais da exposi¢cdo materna aos agentes quimicos durante o periodo
de gestacdo (LEMONICA, 2008).

O periodo de gestacdo pode, com relagédo a sensibilidade a agentes teratogénicos, ser
dividido em trés estagios diferentes. O primeiro compreende o periodo que vai desde a
fecundacdo até a implantagdo do blastocisto. Apds implantado, o embri&o inicia uma fase
delicada com intensa proliferagdo celular, movimento e deslocamento de massa celular e
complicados sistemas de interacdo nucleo/citoplasma e intercelulares.

Inicia-se, entdo, o chamado periodo organogénico, fase mais suscetivel a agdo de

agentes teratdgenos e Unico periodo teratogénico da gestacdo. O tipo de malformacao



depende ainda da fase evolutiva do embrido e da afinidade do agente quimico pelo tecido
embrionario, sendo que para cada espécie existem periodos diferentes de sensibilidade.

Cessado o periodo embrionario inicia-se o periodo fetal, caracterizado pela
diferenciacdo histologica e funcional dos diferentes drgédos e aparelhos, além de um notéavel
crescimento ponderal do concepto.

Os agentes teratdgenos administrados nas progenitoras nesse periodo ndo levam ao
aparecimento de malformagdes, mas podem interferir com processos de proliferacdo celular
que resultam em altera¢des funcionais de importantes sistemas, tais como sistema nervoso
central, sistema imune ou sistema enddcrino, além de causar retardo geral de
desenvolvimento (LEMONICA, 2008).

2.11 Teste de Toxicidade Pré-natal

Os agentes teratogénicos sempre produzem suas acles por interferirem nos
mecanismos celulares, em doses que causam nenhuma ou minima toxicidade materna,
desde que se pretende estudar os efeitos na prole e ndo aqueles ligados a toxicidade
materna.

Porém, alguns medicamentos quando administrados durante a prenhez e mesmo no
periodo neonatal, podem induzir efeitos nocivos na prole (BERNARDI, 1999). Visto que
um dos principais objetivos dos testes de teratogenicidade € o de evidenciar possiveis risco
de substancias quimicas para o homem, esses testes sdo realizados prevalentemente sobre
embries de mamiferos (LEMONICA, 2008).

A escolha dos animais de experimentacdo é muito importante, pois os resultados
podem variar dependendo da espécie. S8o Uteis 0s animais que possuem periodo de
gestacéo curto e prole numerosa (LEMONICA, 2008).

Com relacdo aos modelos bioldgicos, a legislacdo vigente recomenda que 0s testes
de toxicidade reprodutiva e teratogenicidade sejam realizados em pelo menos duas espécies
animais; sendo que os ratos sdo os modelos preferenciais (MELLO & LANGELOH, 2006).

Os ratos (Rattus novergicus) cepa Wistar, albinos, devem ter procedéncia confiavel,
de biotério que obedeca as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal



(COBEA, 1996) quanto aos procedimentos técnicos empregados na criagdo (MELLO &
LANGELOH, 2006).

Esses animais possuem caracteristicas anatbmicas e embrioldégicas como: Utero
bicdrnio, no qual os sitios de implantacdo se distribuem regularmente, nimero de filhotes
elevado, a placenta do tipo hemocorial, como no homem e a possibilidade da realizac&o de
controle adequado da populacdo em laboratérios (LEMONICA, 2008). As ratas sdo
poliéstricas anuais, ou seja, manifestam varios ciclos estrais de 4 a 5 dias, ao longo de um
ano. A gestacao de ratas é de 20 a 23 dias, sendo que o tempo de duracdo mais frequente
corresponde a 21 dias (COBEA, 1996).

As agéncias normativas internacionais estabelecem, de acordo com o produto a ser
testado, elaboracdo de protocolos que resumem testes chamados de trés segmentos e que
abrangem todos os periodos do ciclo evolutivo (MELLO & LANGELOH, 2006;
LEMONICA, 2008). A Figura 3, sintetiza os trés segmentos dos estudos de toxicologia
reprodutiva, conforme normas da EPA ( Environmental Protection Agency ) e
recomendacdes do FDA ( Food and Drug Administration ) e do OECD ( Organisation for
Economic Cooperation and Development).
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Figura 3. Periodos de tratamento em testes de toxicidade reprodutiva em ratos
(LEMONICA, 2008).

As substancias quando utilizadas no periodo de organogénese (segmento Il) podem
levar a teratogénese; se a lesdo for compativel com a vida do animal ou a embrioletalidade,
caso ndo seja. Cada um dos sistemas em formacgdo apresenta um periodo criitico, no qual

ele é mais suscetivel ao agente. No rato, por exemplo, o acido acetilsalicilico s6 é capaz de



produzir fenda palatina se o feto for exposto entre 0 10° e 16° dias de gestacdo, periodo em
que se forma o palato.

Quanto maior for o periodo de formacdo de um determinado sistema, maior serd o
risco de seu desenvolvimento ser afetado por um determinado agente. Por isso, nos testes
de teratogenicidade sdo estudadas as possiveis anomalias dsseas dos animais, pois 0
periodo de organogénese do esqueleto é bastante longo (BERNARDI, 1999). A Figura 4
ilustra os periodos criticos do desenvolvimento dos diferentes 6rgédos e sistemas do rato,
bem como sdo descritas algumas de suas caracteristicas.

As substancias enddgenas ou exdgenas que atravessam a placenta penetram na
circulagdo do feto através da via umbilical e passam pelo figado do feto antes de atingir o
coracdo e a circulacdo sistémica. O liquido amnidtico € o mais importante reservatorio de

substancias exogenas do feto, e também a principal via de excrecdo (BERNARDI, 1999).
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Figura 4 . Periodos do desenvolvimento dos diferentes 6rgaos e sistemas do rato
(BERNARDI, 1999).

2.12 Teratogenicidade Relacionada aos Fitoestrogenos

Informagdes tém relacionado o aparecimento de deformidades/anomalias



morfoldgicas em seres humanos, especialmente hipospadia, aos habitos vegetarianos. Além
de pesticidas e fertilizantes artificiais utilizados sobre os vegetais, os fitoestrogenos sao
indicados como possiveis responsaveis pela elevada incidéncia de deformidades, maior em
filhos de pais vegetarianos (SOYONLINESERVICE-
www.soyonlineservice.co.nz/index.htm).

Os estudos mostraram que a genisteina pode causar retardamento do ciclo celular e
alteracbes no desenvolvimento do embrido. O efeito parece estar ligado a inibicdo de
enzimas como a tiroxina proteina quinase (JACQUET et al., 1995). Pensa-se que a
genisteina inibe a atividade epidermal da tiroxina proteina quinase, o receptor do fator de
crescimento (EGF), reduzindo o efeito positivo do EGF no incremento da glicose. Sendo a
glicose a principal fonte de energia exdgena para o desenvolvimento do embrido na pre-
implantacdo, esperar-se-ia afetar dramaticamente o desenvolvimento embrionario esperado
(HEO & HAN, 2006).

Bogoliubova (1999), sugere que a genisteina pode inibir o desenvolvimento
embrionario alterando a estrutura e a funcdo mitocondrial. Entretanto, os estudos indicam
que o efeito inibitorio da genisteina no desenvolvimento embrionario é devido também a
inibicdo da tiroxina proteina quinase ““in vitro”, na fase de pré-implantacéo.

No estudo “in vitro” com cultura embrionaria as amostras foram expostas a
concentragdes diferentes de genisteina 0, 3, 10, 30 e 100 pg/ml. Onde as dose > 10 pg/ml
determinaram anormalidades. As doses 10 ug/ml e 30 ug/ml foram responsaveis pelo
aparecimento de embrides com desenvolvimento inferior. Na dose 100 ug/ml todos os
embrides desenvolveram malformacdes, sinais de embriotoxicidade e baixo
desenvolvimento em relacéo as demais doses (McCLAIN et al., 2007). Em estudo piloto, a
suspensdo oral com genisteina foi administrada no periodo do 6° ao 20° dia de gestacdo de
ratas. Foram testadas as doses: 0, 20, 150 e 1000 mg/kg/dia de genisteina. Na maior dose
testada, 1000 mg/kg/dia, observou-se 0 menor ganho de peso das ninhadas durante o
periodo de lactacdo. Na dose intermediaria, de 150 mg/kg/dia e a dose de 1000 mg/kg/dia
ocorreram alguns 6bitos, com menor média do peso corporal individual ao nascer e
diferenca estatistica em relagdo aos demais grupos. No mesmo estudo constatou-se
reducbes do espaco anogenital em fetos machos na avaliagdo macroscopica externa,

alteracOes viscerais tais: como hipoplasia do timo e auséncia de epididimo e testiculo;



displasia renal, hipoplasia testicular e auséncia de artérias. Na avaliacdo esquelética foram

observadas anomalias no esterno, costelas e ossificacdo incompleta (McCLAIN, 2007).



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da administracdo de uma formulagdo fitoterapica comercial
contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) durante o periodo de organogénese em ratas
Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

- Auvaliar os efeitos da formulacdo fitoterapica comercial contendo Glycine max
(L.) Merr (Soyfemme®) nas progenitoras tratadas do 6° ao 15° dia de gestacéo,
referente as variaveis de toxicidade sistémica.

- Auvaliar os efeitos da formulacdo fitoterapica comercial contendo Glycine max

(L.) Merr (Soyfemme®) sobre o desenvolvimento de progénies expostas.



4. MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo da toxicidade das formulagdes fitoterapicas comerciais foi utilizado
0 segmento Il de avaliacdo de toxicidade pré-natal conforme recomendacdo da
Administracdo de Drogas e Alimentos (FDA - Food and Drug Administration),
Organizacdo para o desenvolvimento e cooperagdo econdémica (OECD - Organization for
Economic Cooperation and Develoment) e Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA -
Enviromental Protection Agency).

4.1 Animais

Foram utilizados 128 ratos Wistar, sendo 60 fémeas virgens, com massa corporal
média aproximada de 250g e 20 machos da mesma espécie, com massa corporal média
aproximada de 250g, com idade de 90 dias, provenientes do Centro de Criacdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

Os animais foram alojados no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), em caixas de polipropileno, separados
por sexo, com temperatura controlada (21 +/- 2°C), ciclo de luz claro/escuro de 12 horas.
Receberam alimentacdo com ragdo comercial Nuvilab CR 1 (Nuvital®, Colombo/PR) e
agua ad libitum durante todo o periodo experimental. Sendo que antes do inicio do periodo
experimental, os animais passaram por um periodo (7 dias) de adaptacdo as condic¢Ges do
biotério setorial.

4.2 Preparacéo Fitoterapica

O fitoterapico utilizado foi adquirido em estabelecimento farmacéutico local. A
preparacdo comercial Soyfemme® 150 mg (“S”) com composicdo declarada em bula:
Extrato seco de Glycine max (L.) Merr. 40 % na concentracdo de 150mg, sendo a
concentracdo de marcador de 60mg de isoflavona e excipientes contendo celulose

microcristalina, diéxido de silicio coloidal, silicato de magnésio e estearato de magnésio.



4.3 Tratamento

O fitoterapico foi diluido em agua destilada, de forma que as diferentes doses
pudessem ser administradas em volume idéntico (10ml/Kg). A solucdo entdo foi
administrada pela via oral (gavagem), durante o periodo que compreendeu a organogénese
(6° ao 15° dia de gestacdo).

Foram formados cinco grupos experimentais com 12 fémeas cada:

- 0 grupo controle negativo (GC-) recebeu agua destilada (10mi/kg);

- 0 grupo controle positivo (GC+) recebeu 4,27 mg/kg/dia de isoflavonas de uma mistura
contendo aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina,
semelhante a existente na soja;

- 0 grupo do fitoterapico “S” dose terapéutica (GS1) a dose indicada pelo fabricante da
medicacdo ( 1,72 mg de isoflavonas em 10ml de agua destilada);

- 0 grupo do fitoterapico “S” dose dois (GS2) tratado com uma dose intermediaria (média
geométrica) entre a menor dose e a maior dose do farmaco (8,6mg de isoflavonas em 10 ml
de agua destilada);

- 0 grupo do fitoterapico “S” (GS3) foi tratado com a maior dose, dez vezes a dose
indicada pelo fabricante (17,2mg de isoflavonas em 10 ml de dgua destilada).

O tratamento foi preconizado pela parte da manha.

4.4 Procedimentos

Os procedimentos adotados foram: avaliagdo do ciclo estral; acasalamento e
diagndstico de gestacdo; laparotomia e avaliacdo do desempenho reprodutivo materno aos
21 dias de gestacdo; avaliacdo dos fetos aos 21 dias de gestacdo e, por Ultimo, avaliacdo das

anomalias esqueléticas.

4.4.1 Avaliacao do Ciclo Estral, Acasalamento e Diagnostico de Gestagédo



No primeiro dia do periodo de acasalamento as ratas foram distribuidas em grupos
de trés, em caixas polietileno (40 x 33 x 16,5 cm). No final da tarde (inicio do periodo
escuro), era colocado um macho em cada uma das caixas de fémeas e na manha
subsequente (término do periodo escuro), os machos eram separados e o esfregaco vaginal
entéo era coletado (com auxilio de cotonete).

O fator indicativo de prenhez foi a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal
da fémea. E somente ou na sua maioria células queratinizadas (estro), no esfregaco vaginal
realizado ao fim de cada acasalamento e analisado ao microscopio 6ptico com aumento de
dez vezes.

Eram preconizados para o acasalamento as fémeas previamente examinadas (dia
anterior) e que apresentavam na andlise do esfregaco vaginal, células compativeis com as
fases de proestro e estro do ciclo estral. O diestro foi considerado quando observada grande
quantidade de leucocitos no esfregaco vaginal, com ou sem a presenga de muco. O proestro
quando se encontrou predominancia de células epiteliais nucleadas. O estro quando
apresentava somente ou na sua maioria célula queratinizadas; e a fase de metaestro quando
o0 achado foi de células queratinizadas e de leucécitos.

As vinte e quatro horas ap0s a constatacdo do acasalamento e estro, foram
consideradas o primeiro dia de gestacao.

4.4.2 Laparotomia e Desempenho Reprodutivo Materno aos 21 dias de Gestagdo

Durante a gestacdo as fémeas foram mantidas em caixas (29,5 x 18,5 x 11 cm)
plasticas individuais, com maravalha limpa, recebendo 500ml de agua e 200g de racéo,
renovados durante todo o periodo. No intuito de monitorar alguns parametros que
pudessem indicar toxicidade materna foram acompanhados, ganhos de massa corporais,
consumos hidricos, consumos de ragdo e mortalidade.

A massa corporal das ratas gestantes foi mensurada diariamente e relacionada a
massa corporal do dia zero de prenhez, considerada 100%, utilizando-se a relacao:

Massa Corporal = Massa corporal diaria (g) X 100

Massa corporal do dia zero (g)



Os consumos de agua e racdo foram medidos todos os dias e relacionados & massa

corporal do mesmo dia, com forme as formulas:

Consumo de agua = Consumo de agua (ml) X 100

Massa corporal do mesmo dia (g)

Consumo de ragdo = Consumo de ragéo (g) X 100

Massa corporal do mesmo dia (g)

No 21° dia de gestacdo, as 8horas, as ratas foram anestesiadas (zolazepam +
tiletamina na dose de 5mg/kg pela via intramuscular) e em seguida decapitadas com a
utilizagdo de guilhotina para a realizagdo da laparotomia. As fémeas foram inspecionadas
em busca de sinais de alteragdes. Os cornos uterinos entdo foram expostos para contagem
dos sitios de implantagdo e pontos de reabsorcdo. Logo ap06s procedia-se a remogdo do
utero gravidico e sua pesagem.

Na abertura o Utero foi incisado com tesoura em toda sua extensdo, iniciando no
corno uterino direito caudal ao ovario direito, longitudinalmente, até o corpo do Gtero e
seqliencialmente pelo corno uterino esquerdo até porcdo caudal ao ovério esquerdo, para a
identificacdo do feto e sua posicdo no Utero durante o periodo de desenvolvimento. Em
seguida, o numero de fetos foi contado e cada feto foi pesado individualmente.

Para a determinacdo da perda embrionaria apds a implantagdo foi utilizada a

proporcao:

%de perda pos-implantacdo = n° de implantagdes — n° de fetos nascidos X 100

n° de implantagdes

Para a determinacgdo da taxa de alteragGes macroscopicas externas:

Taxa de alteracdes = n° de fetos com alteragdes X 100

n° total de fetos



4.4.3 Avaliagdo dos fetos aos 21 dias de gestacao

Apos a retirada do Utero cada filhote foi inspecionado, conforme sua ordem no
utero: da direita para a esquerda. Na inspecdo individual, foi mensurada a massa corporal
(9), e posteriormente, examinado macroscopicamente, quanto a vitalidade, possiveis
anomalias e malformagOes externas tais como: conformacdo craniana, implantacdo das

orelhas, palato, conformacéo da cauda, das patas e perfuracéo anal.

4.4.5 Avaliacao das AlteracGes Esqueléticas

As ninhadas foram examinadas quanto a presenca de alteragcdes esqueléticas, através
de método de coloracao adaptada (TAYLOR & VAN DYKE, 1985) e baseadas em Atlas de
anomalias dsseas e externas em ratos (CHAHOUD, 1996). Neste método de coloragdo, 0s
fetos foram fixados em imersdo de solucdo de formalina 5%, por um periodo minimo de
sete dias.

No final desse periodo, os fetos foram transferidos de frascos coletivos, por ninhada,
para cubas de vidro tampadas, com separacdo metalica que garante a individualizacdo de
cada feto. A desidratacdo processou-se mediante a troca da solucdo de formalina 5% por
uma solucdo de alcool etilico 70%, permanecendo por quarenta e oito horas, e entdo por
alcool etilico absoluto, por mais vinte e quatro horas.

Os fetos, entdo, ja sexados foram eviscerados através de abertura realizada na regido
abdominal, préximo a cartilagem xiféide, através da qual foram removidos todos os 6rgdos
das cavidades abdominal e tordcica. Além da evisceragdo, que favorece o processo de
coloracgdo, procedeu-se a retirada da camada de tecido adiposo localizada sobre a regido
dorsal das vértebras cervicais e entre as escapulas, com a mesma finalidade.

Em seguida foram realizadas as trocas das solugdes de desidratagcdo por outras
contendo sete partes de agua destilada para trés partes de solucdo saturada de borato de
sodio (solugdo de neutralizacdo). Os fetos ficaram imersos nesta solugdo por dois dias.

A clarificacdo foi obtida mediante a imerséo dos fetos na solucdo de neutralizagéo

acrescida de 1g de tripsina por litro, trocada sempre que apresentava turbidez, e mantida



até que as estruturas musculares dos fetos estivessem completamente transparentes. Para
uma maior eficiéncia dessa fase de processamento, as cubas com os fetos foram colocadas
dentro de uma estufa com temperatura média de 37°C por periodos aproximados de 4 horas
diérias.

Apos ficaram em imersdo por vinte e quatro horas em uma solugdo aquosa de KOH
1,5% e o corante de alizarina (0,5umg/200ml de solucdo aquosa de KOH 1,5%) para a
coloracdo das estruturas esqueléticas.

No final do periodo foram preparadas trés solucdes de armazenamento, com
glicerina P.A. 30% e 70% em solucdo aquosa de KOH 1% e uma com glicerina P. A.
100%. Os fetos permaneceram durante 48 horas imersos em cada uma dessas solugdes até
serem armazenados para analise em glicerina 100%. A Figura 5 ilustra as bandejas com

divisorias onde os filhotes corados e clarificados foram mantidos de forma individual, até a

avaliagdo esquelética.

Figura 5. Bandejas com os filhotes de ratas tratadas entre 0 6° e 0 15° dias de gestacao,
corados com vermelho de alizarina e clarificados com 0 método de coloracéo adaptado por
Taylor & Van Dyke (1985).

Para avaliar a estrutura esquelética cada feto foi retirado de seu local de estocagem e
colocado em placa de Petri e levada a um microscopio binocular estereoscopio com
aumento de 2 a 4 vezes.

O procedimento com os fetos diafanizados foi realizado seguindo-se o Atlas de
Anomalias Externas e Esqueléticas em Ratos, produzidos pelo Instituto de Farmacologia e
Toxicologia Clinica da Freie Universitat Berlin (CHAHOUD & FAQI, 1997).



A Figura 6 apresenta um feto de rata do grupo GS3, tratada entre 0 6° e 0 15° dias de

gestacdo, com uma formulacdo fitoterapica comercial contendo Glycine max (L.) Merr

(Soyfemme®), preparado para a analise esquelética.

Figura 6. Feto de uma rata do grupo GS3, tratada entre 0 6° e 0 15° dias de gestagdo, com
uma formulacdo fitoterapica comercial contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®),
corado com vermelho de alizarina e clarificado com o método de coloragdo adaptado por

Taylor & Van Dyke (1985), preparado para a analise esquelética.

O esqueleto foi examinado de forma sistematica, da cabeca, a cauda. Foram
meticulosamente analisados 0s 0ssos do cranio, as vértebras, as costelas, o esterno, 0s
membros anteriores, 0s membros posteriores e a pélvis.

Todos os 0ssos da cabeca foram examinados quanto ao tamanho, forma, adi¢édo ou
auséncia 0ssea e quantificacdo 6ssea (mineralizagdo). Os 0ssos da cabeca analisados foram:

nasal, frontal, parietal, interparietal, supra-occipital, pré-maxilar, maxilar, zigomatico,



escamoso, exoccipital, volmer, palato, presfendide, basisfendide, hamulo, basoccipital,
orbitoesfendide, timpanico e mandibula.

Com relacdo as vertebras, cada uma delas consiste em trés partes (um centro e dois
arcos). A analise foi realizada quanto a adi¢do ou auséncia de vértebras, fusdo (entre os
arcos ou entre os centros), malformagdo nos centros (fechamento interrompido, divisdo
simétrica ou assimetrica, forma irregular e ossificacdo adicional) e retardo Gsseo. As
vértebras analisadas foram: 7 cervicais, 13 torécicas, 6 lombares, 5 sacrais e caudais
(nimero variavel).

As costelas foram examinadas quanto ao niamero, comprimento, localizacao, fusdo,
forma e intensidade de ossificacdo. O numero total de costelas tordcicas de cada lado
corresponde ao nimero de vértebras toracicas (13 em roedores).

O esterno foi estudado quanto a auséncia ou adi¢do do nimero dos centros esternais,
fusdo, forma e alinhamento. O esterno consiste em seis pontos de ossificacdo, manubrio,
quatro centros esternais e processo xifoide.

O gradil peitoral consiste em duas claviculas e duas escapulas e o gradil pélvico em
duas cristas iliacas, dois isquios e dois pubis. A analise das modificagcdes da espessura, do
comprimento, da fuséo e da forma do gradil foram anotados.

A anélise dos 0ssos longos procurou verificar se havia fusGes, alteraces de forma,
do comprimento ou auséncia de 0ss0s. Os 0ss0s longos dos membros toracicos sdo: imero,
radio e ulna; e dos membros pélvicos sdo: fémur, tibia e fibula.

Os demais 0ss0s, metacarpos, metatarsos e falanges dos membros também foram
estudados. Os ossos foram inspecionados quanto a posicdo irregular, fusdo, auséncia ou

namero maior de dedos e a ndo ossificacao.

4.5 Variaveis Avaliadas

Fémeas:
e massa corporal diéria (g), durante a gestacao;
e consumo diario de racdo (g), durante a gestacéo;
e consumo diario de agua (ml), durante a gestacéo;

e sinais de aborto;



e sinais clinicos de intoxicacao sistémica;

e percentual de mortalidade durante o experimento;
e alteracbes macroscopicas do Utero;

e numero de implantes uterinos;

e peso da ninhada;

e taxa de perdas pos-implantacéo.

Filhotes:
e alteracbes macroscopicas externas em todos os filhotes;
e numero de filhotes por ninhada;
e numero de machos e de fémeas;
e numero de filhotes vivos;
e numero de filhotes mortos;
e peso individual dos filhotes;
e percentual de alteracdes 0sseas nos fetos corados;
e tipo de alteracOes 0sseas nos fetos corados;

e teratogenia.

4.6 Anélise Estatistica

Os dados foram avaliados, estatisticamente, e as diferencas consideradas
significativas, com confianca de 95% (p<0,05).

As variaveis quantitativas referentes a influéncia das diferentes doses, sobre ao
ganho relativo de massa corporal, consumo de agua e racao diéria, os indices reprodutivos,
0 numero de fetos e a massa corporal dos fetos foram comparadas através da analise de
variancia (ANOVA). E em seguida a comparacao entre médias utilizando o Teste de Tukey
sempre que se fez necessario.

As varidveis qualitativas referentes ao percentual de méa-formacgdes dos fetos e
indices fetais, como proporcao de sexo foram comparadas pelo teste qui-quadrado.

Utilizaram-se os programas Microsoft Office 2000 Premium — Microsoft Excel e
SPSS 13.0 for Windows.



4.7 Comité de Etica

Aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP 2007777) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.



5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da toxicidade materna

5.1.1 Ganho relativo de massa corporal

A Figura 7 mostra o ganho relativo de massa corporal (1° dia de gestagcdo = 100%)
durante 21 dias de gestacdo, calculado diariamente a partir da mensuracdo da massa
corporal (g) das ratas tratadas. Os grupos receberam: (GC-) agua destilada 10ml/kg; (GC+)
4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a soja (aproximadamente 45% de
genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1) 1,72; (GS2) 8,60 e (GS3) 17,20
mg/kg de isoflavona de uma formulacdo fitoterdpica contendo Glycine max (L.) Merr
(Soyfemme®), por via oral, durante o periodo de organogénese (6° ao 15° dia de gestacéo).
Foram comparados estatisticamente trés momentos da avaliagdo do ganho de massa
corporal (5°, 15° e 21° dia de gestacdo). No 5° dia, ltimo dia do periodo de implantag&o,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os grupos testados: GC-
(103,18 + 2,58), GC+ (103,42 + 1,87), GS1 (103,75 + 2,17), GS2 (102,31 + 2,33) e GS3
(103,90 £ 2,04), demonstrando que os grupos formados mantiveram um ganho relativo de
massa homogéneo. No 15° dia, o grupo GS2 (113,70 + 4,60), evidenciou ganho relativo de
massa inferior, apresentando diferenca estatisticamente significativa em relagéo aos demais
grupos (p<0,05). No dia da cesariana, 21° dia da gestacdo, o ganho de massa corporal dos
grupos GC- (146,87 + 4,53), GC+ (145,85 + 6,94), GS1 (145,28 + 5,29) e GS3 (141,02 +
11,24) ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). O grupo GS2
(136,62 + 8,71) apresentou a menor percentagem de ganho de massa corporal,
evidenciando diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), quando comparado aos
grupos controle GC- e GC+.
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Figura 7. Desenvolvimento ponderal das ratas (1° dia = 100%) tratadas com uma
formulacgéo fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés diferentes
doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de
gestacdo. Os valores representam a média dos animais por grupo (n = 12) durante o periodo
gestacional.

5.1.2 Consumo de ragdo

A Figura 8 mostra o consumo de racdo em relagdo a massa corporal (%),
acompanhado durante os 21 dias de gestacdo. Os grupos receberam: (GC-) agua destilada
10ml/kg; (GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a soja
(aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1) 1,72;
(GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de isoflavona de uma formulacdo fitoterapica contendo
Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), por via oral durante o periodo de organogénese (6°
ao 15° dia de gestacdo). Foram comparados estatisticamente trés momentos da avaliagéo do
consumo de ragdo (5°, 15° e 21° dia de gestacdo). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) quando comparados os grupos, no 5° dia de gestacdo, GC- (8,51g



+1,52), GC+ (9,309 + 4,45), GS1 (7,429 + 1,29), GS2 (8,399 + 1,64) e GS3 (8,579 + 1,54)
e no 15° dia de gestacdo (p>0,05), GC- (7,20g * 1,72), GC+ (6,939 + 0,83), GS1 (7,87g
+3,41), GS2 (8,519 +2,16) e GS3 (7,999 + 1,62). No 21° dia de gestacéo, os grupos GC+
(7,429 +1,01), GS1 (7,40g+0,94),GS2 (7,44g +149)e GS3 (7,489 =+1,25),
demonstraram diferencga estatisticamente significativa (p < 0,05), quando comparados ao
grupo controle negativo (GC- (6,469 * 1,85).
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Figura 8. Consumo percentual de ragdo (%) em relacdo a massa corporal durante a gestacéo
de fémeas tratadas com uma formulacdo fitoterdpica contendo Glycine max (L.) Merr
(Soyfemme®) com trés diferentes doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e
isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de gestacdo. Os valores representam a média dos
animais por grupo (n = 12).



5.1.3 Ingest&o hidrica

A Figura 9 mostra o consumo de agua em relacdo a massa corporal (%), mensurado
durante os 21 dias de gestagdo. Os grupos receberam: (GC-) agua destilada 10ml/kg; (GC+)
4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a soja (aproximadamente 45% de
genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1) 1,72; (GS2) 8,60 e (GS3) 17,20
mg/kg de isoflavona de uma formulacdo fitoterdpica contendo Glycine max (L.) Merr
(Soyfemme®), por via oral durante o periodo de organogénese (6° ao 15° dia de gestacao).
Foram comparados estatisticamente trés momentos da ingestdo de dgua durante a gestacéo
(5°, 15° e 21° dia de gestacdo). Nao houve diferenga estatistica significativa (p>0,05) entre
0S grupos no 5° dia de gestacdo, GC- (16,48ml +6,61); GC+ (16,23ml + 3,43); GS1
(13,37ml £ 2,86); GS2 (15,27ml +4,71); GS3 (14,37ml + 3,60), no 15° dia de gestagéo,
GC- (16,35ml +5,18); GC+ (15,25ml +3,29); GS1 (14,73ml +3,77); GS2 (16,75ml
+3,17); GS3 (15,42ml +2,36) e no 21° de gestagdo GC- (15,27ml + 3,33); GC+ (14,17ml
+3,69); GS1 (12,29ml £ 3,08); GS2 (14,28ml + 3,37); GS3 (12,08ml + 2,28).
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Figura 9. Consumo percentual de agua (%) das ratas em relacdo a massa corporal durante a
gestacdo de fémeas tratadas com uma formulagdo fitoterapica contendo Glycine max (L.)

Merr (Soyfemme®) com trés diferentes doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e
isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de gestacdo. Os valores representam a média dos
animais por grupo (n = 12).

5.1.4 Sinais de toxicidade materna

As fémeas foram inspecionadas macroscopicamente no momento da laparotomia.
Os grupos receberam: (GC-) agua destilada 10ml/kg; (GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas de
uma mistura semelhante a soja (aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e
4% de gliciteina); (GS1) 1,72 ; (GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de isoflavonas de uma

formulacéo fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), por via oral durante



0 periodo de organogénese (6° ao 15° dia de gestacdo). A propor¢do das alteragdes
macroscopicas do uUtero de fémeas foi avaliada através do teste Qui-quadrado, sendo
possivel verificar que ndo ocorreram na mesma propor¢do GC- (0/12); GC+ (0/12); GS1
(0/12); GS2 (7/12) e GS3 (9/12), evidenciando diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05). A maior proporcédo de alteracbes macroscopicas foi observada na mucosa uterina.

A Figura 10 mostra o Gtero gravidico de uma rata Wistar do grupo GS2, visualizado logo

apos a laparotomia, evidenciando petéquias na parede uterina.

Figura 10. Utero gravidico de uma rata Wistar do grupo GS2, visualizado logo apds a
laparotomia, evidenciando petéquias na parede uterina. As setas indicam as alteracfes
macroscopicas encontradas logo apos a laparotomia.

A média dos pesos das ninhadas por grupo, mensurados no momento da
laparotomia, ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) na
comparagdo dos grupos estudados, GC- (72,10g + 12,98); GC+ (66,10g + 15,51); GS1
(71,649 £ 12,97); GS2 (63,459 £ 22,44); GS3 (72,119 + 9,75). Nao foram observados sinais

de aborto, sinais clinicos de toxicidade sistémica, nem mortalidade durante o periodo



experimental. A Figura 11 mostra a média do peso das ninhadas (Utero gravidico) por
grupo, mensurado no momento da laparotomia dos grupos: (GC-) agua destilada 10ml/kg;
(GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a soja (aproximadamente
45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1) 1,72; (GS2) 8,60 e (GS3)
17,20 mg/kg de isoflavona de uma formulacdo fitoterdpica contendo Glycine max (L.) Merr

(Soyfemme®), por via oral, durante o periodo de organogénese (6° ao 15° dia de gestacao).
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Figura 11. Média do peso das ninhadas ( Utero gravidico) por grupo, das ratas tratadas com
uma formulagdo fitoterdpica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés
diferentes doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15°
dia de gestacdo. Os valores representam as médias dos grupos (n = 12). S = desvio padrdo.

5.1.5 Perda embrionéria pds-implantacéo

A Figura 12 mostra a média do numero de implantes uterinos por grupo, mensurada
no momento da cesariana (21 dias de gestacdo), das fémeas dos grupos: (GC-) &gua
destilada 10ml/kg; (GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a soja
(aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1) 1,72 ;
(GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de isoflavonas de uma formulagéo fitoterdpica contendo
Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), por via oral durante o periodo de organogénese (6°

ao 15° dia de gestagdo). Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) no



namero de implantes uterinos entre os grupos, GC- (10,50 +2,02); GC+ (10,16 + 2,65);
GS1 (11,08 + 1,67); GS2 (9,83 £+ 3,73); GS3 (11,66 £ 0,98).
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Figura 12. Média do namero de implantes uterinos por grupo, das ratas tratadas com uma
formulaco fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés diferentes
doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de
gestacdo. Os valores representam as médias dos grupos (n = 12). S = desvio padréo.

A Figura 13 mostra a média do nimero de fetos vivos por grupo, mensurada no
momento da cesariana (21 dias de gestacdo), das fémeas dos grupos: (GC-) agua destilada
10ml/kg; (GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a soja
(aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1) 1,72 ;
(GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de isoflavonas de uma formulagéo fitoterdpica contendo
Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), por via oral durante o periodo de organogénese (6°
ao 15° dia de gestacdo). N&o houve diferencga estatisticamente significativa (p>0,05) entre
0s grupos quando comparado o ndmero de fetos vivos por ninhada, GC- (10,08
+2,06); GC+ (9,75 + 2,45); GS1 (10,08 + 1,67); GS2 (9,08 + 3,57); GS3 (10,08 + 1,50).
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Figura 13. Média de fetos vivos das ninhadas por grupo, das ratas tratadas com uma
formulaco fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés diferentes
doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de
gestacdo. Os valores representam as médias dos grupos (n = 12). S = desvio padréo.

A Figura 14 mostra a percentagem das perdas embrionaria pés-implantacdo (%),
mensurada no momento da cesariana (21 dias de gestacdo). O célculo foi efetuado a partir
do nimero de implantes uterinos e niamero de fetos vivos das fémeas dos grupos: (GC-)
agua destilada 10ml/kg; (GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a
soja (aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1)
1,72 ; (GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de isoflavonas de uma formulacgéo fitoterapica
contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), por via oral, durante o periodo de
organogénese (6° ao 15° dia de gestacdo). N&o houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) das perdas pds-implantagéo entre os grupos, GC- (3,89 + 7,57); GC+
(3,58 £7,02); GS1 (8,77 + 8,90); GS2 (7,14 + 7,68); GS3 (1,77 £ 15,37).
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Figura 14. Percentual das perdas pos-implantagdo por grupo, das ratas tratadas com uma
formulaco fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés diferentes
doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de
gestacdo. Os valores representam as médias dos grupos (n = 12). S = desvio padréo.

5.2 Avaliacdo da embriofetotoxicidade

5.2.1 Avaliagéo dos fetos

O estudo da embriofetotoxicidade de uma formulagéo fitoterapica contendo Glycine
Max (L.) Merr durante o periodo de organogénese, utilizou 590 fetos, sendo GC- (122
fetos), GC+ (117 fetos), GS1 (121 fetos), GS2 (109 fetos) e GS3 (121 fetos). As proporgdes
de fémeas e de machos ndo demonstraram diferenca estatistica significativa (p>0,05), entre
0s grupos: GC- (74/48); GC+ (63/54); GS1 (57/64); GS2 (58/51); GS3 (57/64). Né&o foram
observados fetos mortos, apenas pontos de implantacdo com auséncia de gestacdo. A Figura
15 mostra o Gtero gravidico de uma rata Wistar do grupo GS2, visualizado logo ap6s sua
resseccéo, evidenciando a presenca de um ponto de reabsorgéo.



Figura 15. Utero gravidico de uma rata istar do grupo GS2. A seta indicaa presenca de
um ponto de implante uterino com auséncia de feto.

A Figura 16 mostra a média da massa corporal dos filhotes por grupo, no momento
da cesariana (21° dia de gestacdo), das ratas Wistar dos grupos: (GC-) &gua destilada
10ml/kg; (GC+) 4,27 mg/kg de isoflavonas de uma mistura semelhante a soja
(aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina); (GS1) 1,72 ;
(GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de isoflavonas de uma formulacéo fitoterdpica contendo
Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), por via oral, durante o periodo de organogénese (6°
ao 15° dia de gestacdo). Na avaliacdo do peso corporal individual dos filhotes o grupo GS3
(4,81+ 0,41), demonstrou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), em relacdo aos
demais grupos: GC- (5,18 +0,44); GC+ (513 +0,54); GS1 (5,00 +£0,43); GS2
(5,07+ 0,67).
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Figura 16. Média da massa corporal individual dos filhotes por grupo, das ratas tratadas
com uma formulagéo fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés
diferentes doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15°
dia de gestagdo. Os valores representam as medias dos grupos (n = 12). S = desvio padréo.
* = diferenca estatistica significativa em relacdo aos demais grupos (p<0,05).

5.2.2 AlteracBes macroscopicas externas

Através do teste estatistico (Qui-quadrado) foi possivel verificar que as alteracfes
macroscopicas externas ocorreram na mesma proporcao (p>0,05) entre fémeas (55/311) e
machos (51/295). No entanto, o estudo demonstrou que a propor¢do ndo é a mesma
(p<0,05) entre os grupos: GC- (0/122), GC+ (23/117), GS1 (23/121 ), GS2 (20/109), GS3
(40/121). A alteragdo apresentada em todos os casos foi 0 aparecimento de hematomas
cuténeo, na regido dorsal da transicdo da coluna cervical para a coluna toracica, regido da
sinfise mandibular, face medial dos membros toréacicos e a face. A Figura 17 mostra 0s
filhotes de uma rata Wistar do grupo GS3, visualizado logo ap6s a remoc¢do do Utero

gravidico, evidenciando a presenca de hematomas cutaneos.



Figura 17. Filhotes de uma rata Wistar do grupo GS3. A seta indica a presenca de

hematomas cutaneos.

5.2.3 Alteracdes esqueléticas

A Tabela 1 mostra a percentagem das alteracfes Osseas encontradas nos fetos
examinados por grupo. Os fetos sdo filhos de ratas dos grupos que receberam: agua
destilada (GC-), 4,27 mg/kg/dia de uma mistura contendo aproximadamente 45% de
genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina (GC+), (GS1) 1,72, (GS2) 8,60 e (GS3)
17,20 mg/kg de uma formulacdo fitoterdpica contendo Glycine max (L.) Merr

(Soyfemme®), por via oral, durante o periodo de organogénese. As propor¢des das



alteracOes esqueléticas identificadas ndo demonstraram estatisticamente a mesma proporgao
(p<0,05). Os grupos tratados (GS1, GS2 e GS3) com a formulacéo fitoterapica contendo
Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), durante o periodo de organogénese, evidenciaram

maior ocorréncia de alteragcbes em relagcdo aos grupos controle (GC- e GC+).

TABELA 1. Ocorréncia de anomalias 0sseas nos fetos (%) por grupo, das ratas tratadas
com uma formulacéo fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés
diferentes doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15°
dia de gestacéo. Os valores representam a percentagem dos grupos.

GC- GC+ GS1 GS2 GS3

Fetos examinados 122 117 121 109 121
Fetos com anomalias 6sseas (%) 15,57 18,80 35,53* 37,61* 42,14*

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), em relagcéo aos grupos controle.

As alteracdes Osseas estdo descriminadas por regido anatémica e tipo de alteracéo.
Os fetos examinados séo filhotes de ratas tratadas por via oral, na fase de organogénese,
com agua destilada (GC-), mistura contendo aproximadamente 45% de genisteina, 23% de
daidzeina e 4% de gliciteina (GC+), 1,72 mg/kg (GS1), 8,60 mg/kg (GS2) e 17,20 mg/kg
(GS3) da formulacéo fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®).

A Tabela 2 demonstra a ocorréncia de malformacOes, variagdes e retardos de
ossificacdo dos ossos da cabega, dos fetos de fémeas tratadas por via oral com &gua
destilada (GC-), 4,27 mg/kg/dia de uma mistura contendo aproximadamente 45% de
genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina (GC+), (GS1) 1,72, (GS2) 8,60 e (GS3)
17,20 mg/kg de uma formulacéo fitoterdpica comercial contendo Glycine max (L.) Merr
(Soyfemme®), durante o periodo de organogénese. Entre os grupos avaliados, 0s grupos
controle (GC- e GC+), evidenciaram 0 aparecimento de alteragdes nos 0ssos da cabeca,
porém sem diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em relacdo aos demais. A
Figura 18 ilustra a fusdo entre 0s 0ssos pré-maxilar e zigomatico de um feto do grupo GC+,
corados com vermelho de alizarina e clarificados com o método de coloragdo adaptado
Taylor & Van Dyke (1985).



Figura 18. Fusdo entre 0s 0ssos: pré-maxilar e zigomatico, de um feto do grupo GC+,
corados com vermelho de alizarina e clarificados com 0 método de coloracdo adaptado por
Taylor & Van Dyke (1985). A seta indica o ponto de fusdo entre as duas estruturas 6sseas.



TABELA 2. Ocorréncia de retardos de ossificacdo e malformacdes dos 0ssos da cabeca por
grupo, das ratas tratadas com uma formulacgdo fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr
(Soyfemme®) com trés diferentes doses (GS1, GS2 e GS3), agua destilada (GC-) e
isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de gestagéo.

GC- GC+ GS1 GS2 GS3
Nasal
- ossificagéo insuficiente 0,81 0 0 0 0
Frontal 0 0 0 0 0
Parietal
- ossificagéo insuficiente 0,81 0 0 0 0
Interparietal
- ossificagéo insuficiente 0,81 0 0 0 0
Supra-occipital 0 0 0 0 0
Pré-maxilar
- fusdo com Zigomatico 1,63 0,85 0 0 0
Maxilar 0 0 0 0 0
Zigomatico 0 0 0 0 0
Escamoso 0 0 0 0 0
Exoccipital
- ossificagéo insuficiente 0,81 0 0 0 0
Volmer 0 0 0 0 0
Palato 0 0 0 0 0
Presfendide
- ossificagéo insuficiente 0,81 0 0 0 0
Basisfenoide
- ossificagéo insuficiente 0,81 0 0 0 0
Hamulo 0 0 0 0 0
Basoccipital 0 0 0 0 0
Orbitosfendide 0 0 0 0 0
Timpanico 0 0 0 0 0

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), em relagcéo aos grupos controle.

A Tabela 3 demonstra a ocorréncia de malformacOes, variagdes e retardos de
ossificacdo dos 0ssos da regido cervical, torax, regido lombar e pelve, dos fetos de fémeas
tratadas por via oral com agua destilada (GC-), 4,27 mg/kg/dia de uma mistura contendo
aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina (GC+), (GS1)
1,72, (GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de uma formulagdo fitoterapica comercial contendo
Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), durante o periodo de organogénese. Os grupos que
receberam formulacdo fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) foram

comparados estatisticamente com os grupos controle (GC- e GC+), evidenciando diferenca



estatisticamente significativa (p<0,05), na ocorréncia do par de costela supranumerario

rudimentar (14° par de costelas).

TABELA 3. Ocorréncia de alteraces na regido cervical, térax, regido lombar e pelve, dos
fetos por grupo, das ratas tratadas com uma formulagéo fitoterdpica contendo Glycine max
(L.) Merr (Soyfemme®) com trés diferentes doses (GS1, GS2 e GS3), 4gua destilada (GC-)
e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de gestagéo.

GC- GC+ GS1 GS2 GS3
Vértebras cervicais 0 0 0 0 0
Clavicula 0 0 0 0 0
Escapula 0 0 0 0 0
Vértebras toracicas
- centro bipartido 0 0,85 0 0,91 0
Costelas
- supranumerarias 15,57 18,80  3553*  37,61* 42,14*
- auséncia de costela 0,81 0 0 0 0
- costelas arqueadas 0,81 1,70 0 0,91 0,82
Esterno
- centro esternal bipartido 6,55 11,11 12,39 13,76 9,92
- ossificagéo insuficiente de
centro esternal 0,81 1,70 4,13 0 0
- ossificagéo insuficiente do
processo xifoide 0,81 0,85 3,30 0 0
Vértebras Lombares
- centro bipartido 0 0,85 0 0,91 0,82
[Iio 0 0 0 0 0
Isquio 0 0 0 0 0
Pubis 0 0 0 0 0
Vértebras sacrais 0 0 0 0 0
Vértebras caudais 0 0 0 0 0

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), em relagdo aos grupos controle.

A Figura 19, ilustra o aparecimento de centro esternal na forma bipartido de um feto
do grupo GS2, corado com vermelho de alizarina e clarificado com o método de coloragdo
adaptado por Taylor & Van Dyke (1985). A Figura 20, ilustra o aparecimento do 14° par de
costelas rudimentar e centro de vértebras toracicas e lombares na forma bipartida,

evidenciando retardo no desenvolvimento do centro de ossificacdo, de um feto do grupo



GS3, corado com vermelho de alizarina e clarificado com 0 método de coloracdo adaptado
por Taylor & Van Dyke (1985).

Figura 19. Centro esternal no formato bipartido de um feto do grupo GS2, corado com
vermelho de alizarina e clarificado com o método de coloragdo adaptado por Taylor & Van
Dyke (1985). A seta indica a alteracdo do formato.



Figura 20. 14° par de costelas rudimentar e centro de vértebras tordcicas e lombares no
formato bipartido, de um feto do grupo GS3, corado com vermelho de alizarina e
clarificado com o método de coloracéo adaptado por Taylor & Van Dyke (1985). As setas
indicam as alteracdes.

A Tabela 4 demonstra a ocorréncia de malformacOes, variagdes e retardos de
ossificacdo dos 0ssos dos membros toracicos e pélvicos, dos fetos de fémeas tratadas por
via oral com &gua destilada (GC-), 4,27 mg/kg/dia de uma mistura contendo
aproximadamente 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de gliciteina (GC+), (GS1)
1,72, (GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg de uma formulagdo fitoterapica comercial contendo
Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), durante o periodo de organogénese. Ndo foram
evidenciadas diferencas estatisticamente significativas na ocorréncia de alteragdes nos
0ssos dos membros toracicos e pélvicos entre os grupos (p>0,05). A Figura 21, ilustra a
ossificagdo incompleta das falanges do membro torécico de um feto do grupo GS2, corado
com vermelho de alizarina e clarificado com o método de coloracdo adaptado por Taylor
& Van Dyke (1985).



Figura 21. Ossificacdo incompleta das falanges do membro toracico de um feto do grupo
GS2, corado com vermelho de alizarina e clarificado com 0 método de coloracéo adaptado
por Taylor & Van Dyke (1985). As setas indicam a ossificacdo incompleta das falanges.



TABELA 4. Ocorréncia de malformagdes, variacoes e retardos de ossificacdo dos 0ssos dos
membros toracicos e pélvicos, dos fetos por grupo, das ratas tratadas com uma formulacéo
fitoterapica contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®) com trés diferentes doses (GS1,
GS2 e GS3), 4gua destilada (GC-) e isoflavonas (GC+), do 6° ao 15° dia de gestacao.

GC- GC+ GS1 GS2 GS3
Umero 0 0 0 0 0
Radio 0 0 0 0 0
Ulna 0 0 0 0 0
Metacarpos
- ossificagéo insuficiente 2,45 2,56 2,47 2,75 2,47
Falanges (MT) 7,35 7,68 7,41 8,25 6,61
- ossificagéo insuficiente
Fémur 0 0 0 0 0
Tibia 0 0 0 0 0
Fibula 0 0 0 0 0
Metatarsos
- ossificagéo insuficiente 12,29 9,40 9,91 11,01 7,43
Falanges (MP) 13,11 11,96 12,39 12,84 9,91

- ossificagéo insuficiente

MT: membro toracico; MP: membro pélvico.



6. DISCUSSAO

A soja e seus constituintes foram consumidos em niveis elevados, por vérias
populacdes asiaticas durante séculos, sem qualquer efeito adverso aparente. Entretanto, a
preocupacao levantada a partir dos potenciais efeitos adversos da atividade estrogénica das
isoflavonas, recomenda diversos estudos de segurangca com o uso das formulacGes
fitoterapicas comerciais, contendo Glycine max (L.) Merr (McCLAIN et al., 2006).

Os principais fitoestrogenos sdo os encontrados na soja (CLAPAUCH et al., 2002).
As isoflavonas (genisteina, daidzeina e gliciteina), por sua semelhanca funcional ao
estrégeno humano, determinam efeitos estrogénicos importantes, sendo por isso referidos
como fitoestrogenos (WANG & MURPHY, 1994). Os fitoestrdgenos mais encontrados nas
dietas sdo as isoflavonas, as quais estdo presentes, principalmente, em produtos a base de
soja ( LIGGINS et al., 2000).

No Brasil, a Resolugdo 90/04 (Diario Oficial 16/03/04) do conselho Nacional de
Saude estabelece, estudos de toxicologia pré-clinica, para registro e renovacao de registro
de fitoterapicos, cinco tipos de ensaios de toxicidade: aguda, subaguda, cronica,
teratogenia e embriotoxicidade e estudos especiais. O estudo da teratogenia e
embriotoxicidade foi desenvolvido baseado em normativas internacionais, de acordo com o
produto a ser testado.

O protocolo elaborado, utiliza o segmento Il (pré-natal) que abrange o periodo de
organogénese (6° a 15° dia de gestacdo — ratas Wistar) de acordo com Mello & Langeloh
(2006) e Lemonica (2008). O segmento Il constitui um dos trés segmentos dos estudos de
toxicologia reprodutiva, conforme normas internacionais da EPA ( Environmental
Protection Agency ) e recomendacgdes do FDA ( Food and Drug Administration ) e da
OECD ( Organisation for Economic Cooperation and Development).

Nas ultimas décadas, tem havido um grande interesse nos fitoterapicos e em
particular nos potenciais benéficos que uma dieta rica nestes compostos pode conferir no
controle de muitas doencas crénicas. O maior interesse é na farmacologia e fisiologia das
isoflavonas, pois apresentam uma estrutura ndo esteroidal, mas comporta-se como

estrogenos na maioria dos sistemas biologicos, além de serem as mais abundantes dentre 0s



fitoestrdgenos. Em adicdo a sua atividade estrogénica, estes compostos possuem diversas
propriedades bioldgicas (atividade antioxidante, inibicdo da atividade enzimatica e outras)
que podem influenciar muitos processos bioquimicos e fisioldgicos (ESTEVES &
MONTEIRO, 2001).

Informagdes tém relacionado o aparecimento de deformidades/anomalias
morfoldgicas em seres humanos, especialmente hipospadia, aos habitos vegetarianos. Além
de pesticidas e fertilizantes artificiais utilizados sobre os vegetais, os fitoestrogenos sao
indicados como possiveis responsaveis pela elevada incidéncia de deformidades, maior em
filhos de pais vegetarianos (SOYONLINESERVICE-
www.soyonlineservice.co.nz/index.htm).

McClain et al. (2007), realizaram um estudo piloto em ratas Wistar, com uma
suspensdo oral contendo genisteina, administrada diariamente no periodo do 6° ao 20° dia
de gestacdo. Foram testadas as doses: 0, 20, 150 e 1000 mg/kg/dia de genisteina. Na maior
dose testada 1000 mg/kg/dia, foi observado o menor ganho de peso das ninhadas durante o
periodo de lactagcdo. Na dose intermediaria de 150 mg/kg/dia e na dose de 1000 mg/kg/dia
ocorreram alguns 6bitos, com menor média do peso corporal individual ao nascer e
diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos.

No mesmo estudo foram observadas as redugdes da distancia anogenital em fetos
machos na avaliacdo macroscopica externa e alteragdes viscerais tais como: hipoplasia do
timo e auséncia de epididimo e testiculo, displasia renal, hipoplasia testicular e auséncia de
artérias.

Na avaliagdo esquelética foram observadas anomalias no esterno, costelas e
ossificacdo incompleta. No entanto, até 0 momento, ndo ha relatos de que uma formulagéo
fitoterapica comercial contendo Glycine max (L.) Merr atue de forma direta sobre a
embriogénese durante o tratamento, no intervalo do 6° a 15° dia da gestacdo em ratas
Wistar.

O presente trabalho mostrou que as trés doses (1,72 (GS1); 8,60 (GS2) e 17,20
(GS3) mg/kg/dia) da formulacdo fitoterapica comercial (Soyfemme®) administradas,
diariamente, por via oral, em ratas Wistar, durante o periodo de organogénese (6° a 15° dia
de gestacdo), interferiram no desenvolvimento ponderal, no consumo de racdo e na

proporc¢do das alteragdes macroscépicas do Utero das progenitoras. Bem como interferiu na



média de peso individual, na propor¢do das alteracdes macroscOpicas externas e na
proporcao das variagdes e retardos de ossificagéo, das progeénies.

A toxicidade sistémica é manifestada através de alteracfes no desenvolvimento
ponderal dos animais, reducdo no consumo de racdo e agua e alteragdes comportamentais
como prostragdo, apatia e presenca de pelos arrepiados (MELLO, 2001). A formulagéo
fitoterapica comercial contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), em relacdo ao
consumo de agua ndo evidenciou diferenca estatisticamente significativa durante todo o
periodo avaliado entre os grupos (GC-, GC+, GS1, GS2 e GS3).

Durante a fase prévia ao tratamento (periodo de implantacdo), as fémeas
apresentaram curvas de desenvolvimento ponderal e de consumo de ragdo semelhantes,
com todas apresentando um ganho de massa corporal semelhante. No 15° dia, as fémeas
que receberam (GS2) 8,60 mg/kg/dia demonstraram menor ganho de massa corporal em
relacdo aos demais grupos. Também as fémeas que receberam (GS2) 8,60 mg/kg/dia,
demonstraram menor ganho de massa corporal e reducdo no consumo de ragdo, no
momento da laparotomia, em comparagdo aos grupos controle (GC- e GC+). Desta forma,
sugere-se que o fitoterapico pode interferir na gestacdo de ratas Wistar.

As médias do peso das ninhadas, do numero de implantes uterinos, do nimero de
fetos vivos e da percentagem das perdas pos — implantacdo ndo foram afetados, sendo
semelhante nos trés grupos tratados (GS1, GS2 e GS3) e nos grupos controle (GC- e GC+),
mensurados no momento da cesariana. Ndo foram observados, também, sinais de aborto e
nem mortalidade durante o periodo experimental.

Segundo Bernardi (1999), os agentes teratogénicos sempre produzem suas agdes por
interferirem nos mecanismos celulares, em doses que causam nenhuma ou minima
toxicidade materna; desde que se pretenda estudar os efeitos na prole e ndo aqueles ligados
a toxicidade materna. McClain (2007) atribui toxicidade materna sistémica (reducdo do
ganho de massa corporal) as elevadas doses (500 e 1000 mg/kg/dia) de solugdo oral de
genisteina.

Outro sinal de toxicidade materna foi o aparecimento de alteracbes macroscopicas
no utero das fémeas que receberam (GS2) 8,60 e (GS3) 17,20 mg/kg/dia, identificadas logo
apos a cesariana. As alteracBes macroscépicas foram observadas como petéquias na mucosa

uterina. As plaquetas participam na formagéo da rolha hemostatica, em casos de lesdo do



endotélio vascular (NAHAS et al., 2003). Segundo Schoene & Guirdry (1999), a genisteina
também apresenta efeito sobre a supressao da formagdo de trombo por inibir a ativacao, o
recrutamento e a agregacao plaquetéria.

Os fetos foram expostos aos tratamentos durante o periodo de organogénese. Na rata
0 periodo de organogénese corresponde ao intervalo do 6° ao 15° dia de gestacdo. Segundo
Lemonica (2008), as anomalias morfoldgicas nos fetos ocorrem na gestacdo no periodo da
organogénese, fase mais vulneravel do desenvolvimento embrionario.

A exposicdo ao fitoterapico (Soyfemme®) ndo determinou diminuicdo na taxa de
natalidade, diferenca na proporc¢éo de sexo quando comparados os grupos (GC-, GC+, GS1,
GS2 e GS3). Entretanto, houve diferenca na média de massa corporal individual dos
filhotes, sendo que a maior dose (GS3) 17,20 mg/kg/dia, apresentou ganho inferior aos
demais grupos (GC-, GC+, GS1 e GS2). O mesmo nao foi evidenciado pelo estudo piloto
com as doses 0, 20, 150 e 1000 mg/kg/dia, o qual ndo apresentou diferenga na massa
corporal dos filhotes no momento da cesarea (McCLAIN et al., 2007).

Os estudos mostraram que a genisteina pode causar retardamento do ciclo celular e
alteracbes no desenvolvimento do embrido. O efeito parece estar ligado a inibicdo de
enzimas como a tiroxina proteina quinase (JACQUET et al., 1995) e do receptor do fator de
crescimento (EGF), reduzindo o efeito positivo do EGF no incremento da glicose. Sendo a
glicose a principal fonte de energia exdgena para o desenvolvimento do embrido na pre-
implantacdo, esperar-se-ia afetar dramaticamente o desenvolvimento embrionério (HEO &
HAN, 2006).

Bogoliubova (1999), sugere que a genisteina pode inibir o desenvolvimento
embrionario alterando a estrutura e a funcdo mitocondrial. Entretanto, os estudos indicam
que o efeito inibitdrio da genisteina no desenvolvimento embrionario é devido a inibigdo da
tiroxina proteina quinase ““in vitro, na fase de pré-implantacéo.

As méa-formagBes externas sdo referidas como as alteragcbes detectadas
macroscopicamente antes do processo de diafanizacdo. N&o foram visualizados alteracGes
macroscopicas externas na conformacdo craniana, implantacdo das orelhas, palato,
conformacdo da cauda e nas patas e perfuracdo anal. Entretanto, foram identificados
hematomas cutaneos nos grupos tratados, (GS1, GS2 e GS3) e também no grupo controle



(GC+) que recebeu uma mistura contendo 45% de genisteina, 23% de daidzeina e 4% de
gliciteina.

No grupo controle (GC-) que recebeu &gua destilada, ndo houve alteragdes
macroscopicas externas. A maior proporcao de alteracdes foi notada no grupo de maior
dose (GS3) 17,20 mg/kg/dia. A proporcéao de alteragcdes ocorreu de forma semelhante entre
0s sexos ndo havendo diferenca entre eles.

Conforme McClain et al. (2007) a reducdo do espaco anogenital € um indicativo da
atividade estrogénica, porém no presente estudo ndo foi avaliada tal caracteristica.
Entretanto, a reducdo da funcdo plaquetaria da genisteina (SCHOENE & GUIRDRY,
1999), pode explicar a ocorréncia do aparecimento de hematomas cutaneos pela atividade
da isoflavona.

Quanto maior for o periodo de formagdo de um determinado sistema, maior sera o
risco de seu desenvolvimento ser afetado por um determinado agente. Por isso, nos testes
de teratogenicidade sdo estudadas as possiveis anomalias désseas dos animais, pois 0
periodo de organogénese do esqueleto é bastante longo (BERNARDI, 1999).

Referentes as alteracdes esqueléticas diagnosticadas, 0s grupos que receberam o
fitoterapico (GS1, GS2 e GS3) apresentaram um aumento geral de alteracbes esqueléticas
observadas, demonstrando diferenga estatisticamente significativa em relagdo aos grupos
controle (GC- e GC+). Entretanto, em relagdo aos grupos controle (GC- e GC+), as
alteracOes esqueléticas foram semelhantes.

Entre os grupos avaliados, os grupos controle (GC- e GC+) evidenciaram 0
aparecimento de altera¢cdes nos 0ssos da cabeca, porém sem diferenca em comparagdo aos
grupos tratados (GS1, GS2 e GS3). Houve, também, o aparecimento de ossificacGes
incompletas dos 0ssos: nasal, parietal, interparietal, exoccipital, presfendide e basisfendide.

Segundo Lork (1977), os retardos do desenvolvimento 6sseo estdo relacionados com
a auséncia dos centros de ossificacdo em estruturas bilaterais ou na presenca de forma e/ou
tamanho claramente sugestivos de um estagio precoce de desenvolvimento. Inclui-se na
classificagé@o de retardos do desenvolvimento do esqueleto as ossificagdes incompletas dos
0ss0s do cranio, conforme o estudo realizado.

No estudo “in vitro” com cultura embrionaria as amostras foram expostas a

concentracdes diferentes de genisteina 0, 3, 10, 30 e 100 pg/ml. Onde as dose < 10 pg/ml



determinaram anormalidades. As doses 10 ug/ml e 30 ug/ml foram responsaveis pelo
aparecimento de embrides com desenvolvimento inferior. Na dose 100 ug/ml todos os
embrides desenvolveram malformacgdes, sinais de embriotoxicidade e baixo
desenvolvimento em relagéo as demais doses (McCLAIN et al., 2007).

Também nos ossos da cabeca apareceram méa-formacdes atraves da fusdo dos 0ssos
pre-maxilar e zigomatico. Lork (1977), classifica as ma-formagfes do esqueleto, pela
auséncia parcial ou total de ossos importantes, encurtamentos, arqueamentos, assimetrias,
fusbes, fendas ou duplicidade.

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo revelaram alteragdes esqueléticas na
regido cervical, lombar e pélvica dos fetos de fémeas tratadas com o fitoterapico (GS1, GS2
e GS3) e os grupos controle (GC- e GC+). Entretanto, a regido do torax evidenciou a
ocorréncia de retardos do desenvolvimento do esqueleto conforme Lork (1977), por meio
do aparecimento de ossificacdo insuficiente de centros esternais e do processo xifdide e
também, pela forma sugestiva de um estagio precoce de desenvolvimento com o centro de
vértebra toracica e centros esternais bipartidos.

A andlise da propor¢do da alteracdo de maior ocorréncia, 14° par de costelas
rudimentares, foi semelhante nos grupos tratados (GS1, GS2 e GS3), com uma formulacéo
fitoterapica comercial contendo Glycine max (L.) Merr (Soyfemme®), porém apresentou
diferenca significativa em relacdo a ocorréncia nos grupos controle (GC- e GC+).

Conforme Solecki (2001), o termo supranumerdrio indica uma ma-formacéo;
contrariando o sugerido por Neubert et al. (1996), que considera variagcdes 0 aparecimento
de costelas supranumeréarias (14° par) em ratos, mesmo quando ocorrido de forma
rudimentar (vestigios).

Houve um grande percentual de nédo ossificacdo das falanges tanto dos membros
toracicos e pélvicos, quanto dos metacarpos e metatarsos. De acordo com Lork (1977), as
falanges terminais dos ratos normalmente estdo ausentes aos 21 dias de gestagdo, devido a
auséncia de centros de ossificacao.

A ossificagdo incompleta no rato, geralmente indica atraso de desenvolvimento,
independente da estrutura afetada. Contudo, pode ser classificada como uma variagao, se o
mesmo ocorrer em amostras controle de mesma idade (SOLECKI, 2001).



Em estudo piloto, a suspensdo oral com genisteina foi administrada no periodo do
6° ao 20° dia de gestacdo de ratas. Foram testadas as doses: 0, 20, 150 e 1000 mg/kg/dia de
genisteina. No estudo ndo foi observado nenhum feto malformado na avaliacdo
macroscopica externa. Na avaliacdo esquelética foram observados anomalias no esterno,
costelas e ossificacdo incompleta (McCLAIN, 2007), resultados também evidenciados no
presente estudo.

Conforme Roucourt & Stancati (2002), o retardo de crescimento fetal é de etiologia
maltipla, existindo diversos fatores envolvidos em sua génese, tais como alteracGes
genéticas, estruturas maternas, altitudes elevadas, nutricdo materna, habitos e vicios, uso de
medicacdes, exposicdo a radiagédo ionizante, patologias maternas, gemelaridades, alteracGes
placentarias e fatores paternos. As consequéncias do retardo de crescimento fetal, em
virtude das alteracbes biométricas e funcionais inerentes a mesma, determinam sequelas
variaveis podendo ser até mesmo morte do concepto.

Segundo Lemonica (2008), uma das razdes para que existam respostas diversas
entre méde, feto e substancia quimica, € que a resposta ao agente teratogénico ¢ amplamente
dependente do gendtipo do embrido, e dentro da mesma espécie, pode-se encontrar
sensibilidade diferente a um mesmo teratdgeno. Essa diferenca inter e intraespécie faz com
que apesar das inimeras pesquisas na area poucas substancias tenham sido reconhecidas até
0 momento como teratdgenos. Outro fato que determina o aparecimento de efeito
embriotoxico de uma substancia quimica € a interacdo entre essa substancia e outros fatores
que incidem sobre 0 organismo materno tais como estado nutricional, fatores ambientais,
idade materna e estresse.

A prevaléncia de ma-formac6es esqueléticas nos fetos foi muito baixa neste trabalho
e ndo apresentou uma relacdo dose — dependente. A identificacdo de costelas
supranumerérias foi a Unica alteracdo esquelética estatisticamente significativa encontrada
em relacdo ao grupo-controle, que pode ser considerada uma variante (considerando formas
vestigiais).

Assim sendo, tornam-se necessarios estudos complementares para a comprovagao
destes dados; bem como a determinacdo de novas dosagens e testes em outras espécies.
Além das alteracdes esqueléticas poderdo ser avaliadas, também, as alteracdes viscerais e

comportamentais dos fetos.



7. CONCLUSOES

A administracdo de uma formulacdo fitoterapica comercial contendo Glycine max
(L.) Merr (Soyfemme®), em ratas Wistar, durante o periodo de organogénese fetal, pode
induzir toxicidade materna sistémica leve e determinar diminuicdo no ganho de massa
corporal individual dos filhotes nascidos por ninhada, resultando em retardo dos centros de
ossificacdo e aumento das variantes.

Os resultados evidenciaram gque somente 0 grupo que ndo recebeu o fitoestrégeno
ndo sofreu prejuizos reprodutivos, demonstrando a melhor performance no ganho de peso
embrionario e auséncia de hematomas cutaneos na prole. Também, ndo obteve déficit no
ganho de massa corporal, consumo de racdo e ingestdo de &gua e manifestagdes de
disturbios no trato reprodutivo nas fémeas, quando comparado com 0s demais grupos,
sugerindo que a preparacdo comercial fitoterdpica contendo soja Glycine max (L.) Merr
40% pode interferir na gestacdo de fémeas tratadas no periodo organogénico, resultando em
embriofetotoxicidade.

Desta forma, é importante a execucdo de novos estudos de seguranga, com a finalidade
de buscar mecanismos especificos para esses achados e determinar novas dosagens e testes

em outras espécies.
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