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INTRODUGCAO

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

Assim como existem muitos trabalhos revelando os efeitos benéficos
relacionados ao consumo de varios derivados da soja, ambém € consideravel
a literatura sobre os potenciais efeitos adversos decorrentes da ingestao de
soja e suas isoflavonas. Sdo relatados: interferéncia no sistema imunoldégico,
alteracbes na funcéo tireoideana, reducdo da absorcdo de vitaminas e
minerais, efeito sobre o processo de mielinizacdo, desencadeamento de
cancer, producao de danos no DNA, entre outros. (JU et al., 2001; ALLRED et
al., 2001; MARKOVITS et al.,1989).

Os efeitos adversos mais amplamente documentados sdo o0s que
indicam as acgOes sobre a reproducdo. Nesse aspecto, a soja e suas
isoflavonas séo classificadas como compostos com atividade enddécrina e por
isso sao referidas como desreguladores enddcrinos (WISNIEWSKI et al.,
2003).

Os fitoestrogenos funcionam como agonistas ou antagonistas
estrogénicos. Sdo hormoénios agonistas/antagonistas naturais que ocupam
destaque no grupo de desreguladores enddécrinos. Até o momento, 0s estudos
“in vitro” e ‘in vivo” ndo mostraram resultados consistentes e uniformes sobre
se os fitoestrégenos poderiam mimetizar as acdes estrogénicas em todos 0s
orgaos-alvo (CLAPAUCH, 2002).

A fertilidade dos homens € particularmente suscetivel a agentes que
reduzem o nimero e a qualidade da producdo de espermatozoides. Testes de
toxicidade reprodutiva sao realizados para determinar os efeitos diretos de uma
substancia quimica sobre o processo de reproducdo dos mamiferos. Os
estudos mais utilizados para estas avaliacbes sao divididos em trés segmentos
gue sado adaptados de normas da Environmental Protection Agency (EPA) e
recomendadas pela Food and Drugs Administration (FDA) e Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD).
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da preparacao fitoterapica
comercial contendo Glycine max (L.) Merr (soja), Isoflavine® da Herbarium
Laboratério Botéanico Ltda., na dose de 43 mg/kg, equivalente a 10 vezes a
dose terapéutica recomendada pelo fabricante, sobre a fertilidade de ratos
Wistar.

MATERIAL E METODOS

Os medicamentos fitoterapicos utilizados no experimento foram
adquiridos em estabelecimentos farmacéuticos comerciais, contendo namero
de lote, data de fabricacdo e estando dentro do prazo de validade. Foram
utilizados ratos Wistar, machos e fémeas com 120 dias de idade provenientes
do Centro de Criacdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério da UFRGS
(CREAL). Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) com condicdo
constante de umidade e temperatura 60% + 5; 21°C % 2) e ciclo de luz claro
escuro de 12 horas (das 9h as 21h). Alimentados com racao comercial Nuvital
CR 1 ( Nuvital, Colombo/PR) e &gua ad libitum durante todo o periodo
experimental.

Foram formados 3 grupos experimentais constituidos de 32 animais (8
machos e 24 fémeas): 1 grupo teste que recebeu 43 mg/kg do fitoterdpico
Isoflavine® (GI) um grupo controle negativo tratado com o veiculo (agua
destilada) (GC-) e grupo controle positivo (GC+) que recebeu isoflavonas da
soja na dose 4mg/kg.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram tratados diariamente, por via oral, com sonda oro —
gastrica flexivel com volume idéntico em todos os grupos, correspondendo a
10ml/kg. Sendo os machos tratados durante 91 dias (antes do acasalamento e
durante o acasalamento) e as fémeas durante 77 dias (pré-acasalamento,
gestacao e lactacdo).

O periodo de acasalamento teve duracdo de 21 dias, na caixa de cada
um dos machos foram introduzidas trés fémeas virgens, permanecendo com
eles duas horas por dia (das 7h as 9h), correspondendo ao final do periodo
escuro. Apos esse periodo, os animais foram separados e a constatacdo de
gestacao foi realizada mediante a presenca de espermatozoéides no esfregaco
vaginal.

Os machos foram eutanasiados por decapitacdo, ap0s anestesia com
Tiletamina + Zolazepan, 48 horas apds o ultimo dia de acasalamento. Os
orgdos sexuais foram removidos: testiculos, epididimo, ductos deferentes,
vesicula seminal e préstata, também foram retirados os rins, figado, baco e
coracdo de cada um dos animais. Cada 6rgao foi dissecado e pesado em
balanca analitica. De um macerado de um testiculo e epididimo de cada animal
foi realizada a contagem do numero total de espermatozéides (cauda do
epididimo) e o niumero de espermatidas por animal (testiculo). Do lavado de um
ducto deferente de cada animal foi executado esfregaco em lamina, para
analise do percentual de alteracbes morfologicas de cabeca e cauda dos
espermatozoides provenientes do ducto.



RESULTADOS

Tabela 1:Massa relativa dos 6rgdos (%) dos ratos tratados durante 91 dias
com fitoterapico Isoflavine (GI) em trés doses 4,3; 21,5 e 43mg.kg™?,
(Gl1, GI2 e GI3, respectivamente) um grupo controle negativo (GC-) e
um grupo controle positivo (GC+). S&o apresentados os valores
meédios e erro padrdo médio (epm).

Orgéos GC- GC+ GI3
(n=28) (n=5) (n=3)

Coracéo 1,07+0,07 1,02+0,05 0,91+0,04
Baco 0,78+0,05 0,76 +0,07 0,77+0,12
Figado 12,87+0,89 11,96+0,97 10,71+0,22
Rim D 1,16 £0,08 1,25+0,06 1,13+0,03
Rim E 1,14+0,08 1,18+0,06 1,12+0,02
Testiculo D 1,75+0,06 1,79+0,07 1,63+0,13
Testiculo E 1,75+0,06 1,76+0,05 1,64+0,11
Epididimo D 0,76 +0,05 0,62+0,02 0,59+0,03*
Epididimo E 0,74+0,04 0,62+0,03 0,57+0,05*
Prostata 0,81+0,06 0,83+0,09 0,66+0,06
Vesicula 0,67+0,10 0,63+0,10 0,65+0,07
seminal

* Diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
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Grafico 1: Numero de espermatozoéides presentes na cauda do epididimo de ratos
tratados durante 91 dias com Isoflavine® na dose 43 mg/kg (GI), um grupo controle
negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Os valores representam a media
dos grupos e as barras verticais representam o erro padrdao médio (epm). * Valores
estatisticamente diferentes em rela¢éo ao grupo controle negativo.
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Grafico 2: Producéao diaria de espermatozoides de ratos tratados durante 91 dias com
o fitoterapico Isoflavine® na dose 43 mg/kg (Gl), um grupo controle negativo (GC-) e
um grupo controle positivo (GC+). Os valores representam a média dos grupos e as
barras verticais representam o epm. * Valores estatisticamente diferentes em relacéo
ao grupo controle negativo.
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Gréafico 3: Numero de espermatozéides com alteracdes morfoldégicas nos ratos
tratados durante 91 dias com Isoflavine® na dose 43 mg/kg (GI), um grupo controle
negativo (GC-) e um grupo controle positivo (GC+). Os valores representam a média
dos grupos e as barras verticais representam o epm. * Valores estatisticamente
diferentes em relacéo ao grupo controle negativo.



Tabela 2: indices reprodutivos de ratas tratadas com extrato do fitoterapico
Isoflavine (Gl). Sao apresentados os valores do numero de
observacdes indicados (n) e as taxas em valores percentuais.

indices reprodutivos GC- GC+ GI3

Fémeas acasaladas (n) 24 12 10
Machos acasalados (n) 8 5 5
Fémeas com esfregacgo vaginal 18 5 3
positivo

Fémeas prenhes (n) 13 1 0
Taxa de acasalamento (%) 69,2 455 37,5*
Taxa de gestacao (%) 81,25 20* o*
Taxa de perdas pos-implantacao 0 0 0

(%)
Diferenca estatistica significativa (p < 0,01)

CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, concluimos que a
preparacao fitoterapica testada na dose de 43 mg/kg interfere no peso dos
epididimos, na morfologia espermatica na dose testada e no grupo controle
postivo e no numero total de espermatozoides de ratos Wistar, alterando as
taxas reprodutivas das fémeas, sugerindo toxicidade esperméatica para o
fitoterapico, quando usado na dose que corresponde a 10 vezes a dose
terapéutica, sob as condic¢des testadas.
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