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EFEITO DA INGESTAO DE DERIVADGS DE SOJA
{Glycine max) SOBRE A TIREOIDE DE RATOS

ESTUDO COM O EMPREGO DE I0DO RADIOATIVO

Tullia Maria Clara Caterina Filisetti

AESUMO

Produtos derivados de 30ja feram testodos em ratos stravds de enssios agudos de 3 & 24 hores ¢ em dois
enesior-semicrdnicos de 16 e 29 dias. -

Os m{é&w forsm reslizates com Extratos Totais {ETs), obtidos » pertir de Ferinha de Sojs
Demengordurada tF68) por precipitagiio em meio aquoso (pht-4;2) e posteri om ne-prepurglio de 341
{scetone:soivemte), Observou-se, que © Extrato Total A HEFA) istrado por sonds gistrica, spds 6 ¢ 24
hous diminuis R porcentagem de captaio de 3 I peta tiredide por 100 g de rato, O ET, sem sutoclevacho

mdum‘-dmo na gidndula apbs 6 hores e perdia essa aglo apds 24 hom de we moelo.

ETs obtidos s partir de Produtos Comerciais de Sojs como: Concentrado Proteico, Farinha Tosuds e Leite
provacaram, semipém, apds 24 horss ume diminuiclo e porcentagem de upucloLdo 1:"l pele siswdide por 100 gumas
de rato.

Os ergelos micrdnicos focam-restandes com pmdmol d- frecionsmento de 108, m orsm incorporsdos
4 repies axperimentals, No primeirc enssio nmleromeo, dlmlnulclo na porcentagem de capaclio
de 1311 por 10 myg de tiredide & wm sumento de capecidede de Higecko de trilodotiéaiing ho s0r0. de-rar0, No segundo

WMO’“@% do pr - __ng,. unlmdo.cptaelodu'mlpovlo
mg de tiredide o-—wmm nlo elereclio dos hormdnios siricos.’ ,No- ‘enmio, MM o8 hormdnios
tiroidianos @ seus precursores; observando-se um de lodoticosina (MIT), trilodotironine (:l’ )} o de

tiroxine (T.) ¢ ums diminuiclo de diiodotirosina (DIT) ¢ do lodo nlio crganificado. Obsaryamos, tamblmy-wm SuMeNto
na relsclio MIT/DIT o diminuicio ne releclio Tafl".

Os wstes {fsico-quimicos prelimineres reslizados com e fraglo 1) Sephedex G-26, mmm.nm resclo positive
pers ninhidris, Molish e fisvondides.

1 = INTRODUCAO

A possibilidade ds alimentacSo asdequads des populagBes stusis e futuras, reside no continuo
diagnbstico e busca de solugles para problems. complexos e multi-setorsis, relstivos a0 suprimento,
demands e utilizagBo bioldgica dos alimentos. Ambos permitirBio trazer siternstivas, spontar prioridades,
pers um planejamento nutricional associado 80 plnmjnmnmo gersl da salde e so desenvolvimento
sdcio-econdmico do pals,

Ao terd pubin o em Janero/1978.



€ sabido que a ingestio dos alimentos est4 intimamente associada ao seu custo, o que torna
muito importante a otimizagdo da utilizagdo biolégica dos nutrientes veiculados especialmente sa
pensarmos em termos de populagles confrontadas com potenciais alimentares existentes. Por exemplo,
na América Latina, 7% dos alimentos consumidos seriam suficientes para aliviar a desnutrig3o dos grupos
populacionais vulnerdveis existentes, mostrando a importincia de, mesmo pequenas perdas serem
reduzidas, o que em (ltima andlise, corresponderia a um aumento na eficiéncia da producdo agricola.

Ao nivel da utilizardo biolégica dos alimentos, sabemos que os nutrientes devem estar
“disponiveis”’, nfo deve haver fatores toxicos presentes e, 0 preparo ¢ O processamento rlevem ser
adequados.

Um importante grupo de alimentos vegetais, o das Leguminosas, apresenta uma série de
problemas de natureza bioqulimica, que reduzem a possibilidade da sua utilizag3o biolbgica como 8
presenca de fatores toOxicos naturais e a baixa digestibilidade de sua prote(na. Por essa raz3o,
especialmente, quando se trata de novos alimentos, ou mesmo do aumento e diversificacdo na utitizagio
de produtos antes pouco consumidos, faz-se necessdria uma andlise detalhada de suas qualidades. A soja
e seus produtos enquadram-se ne::a 5ituagdo.

Originalmente consumida “’in natura”, nos GItimos anos passou a constituir uma das fontes
semi-convencionais de alimentos, e a ser adicionada a outros produtos com finalidade tecnolégica ou de
complementac¢do nutricional, na forma de concentrados e isolados protéicos, e de “leites artificiais”,
tanto em programas oficiais de alimentacdo de grupos vuinerdveis, como pela empresa privada.

Resultados obtidos em nossos laboratorios e informagdes de outros, envolvidos como néds, no,
estudo de produtos processados de soja, acusaram para esses alimentos um valor bioldgico inferior ao
previsivel; o fato & agravado ainda pela possibilidade da existéncia de lesSes bioizufmicas, ndo
evidencidveis nos testes de crescimentos como normalmente efetuados.

Essas consideracdes e as suas implicacdes mostram a importancia do conhecimento detalhado
sobre a existéncia de possiveis compostos com alguma agdo bioldgica. .

Resolvemaos com esse espfrito buscar mais informacdes sobre esses fatores, estudando um que
parece agir na tiredide, cuja existéncia foi relatada ha tempo, mas sobre o qual pouco se sabe em termos
de natureza, mecanismo de ac3o e significado da a¢do bioldgica.

Esperamos, assim, contribuir ao nivel cientifico, para a otimizagdo da utilizagdo dos nossos
potenciais alimentares, participando ao lado de elementos da nossa e de outras dreas na tentativa de
trazer dados que abra - alternativas para a solugdo dos problemas alimentares e nutricionais,

2 - OBJETIVOS

. Os objetivos especlficos do presente trabalho foram estudar, numa variedade brasileira de sojs @
em aiguns de seus produtos comerciais, 8 possivel presenca de fatores com agfo sobre a tiredide, bem
como obter informacBes sobre a sua natureza e mecanismo de ac¢o,

3~ REVISAO DA LITERATURA

Substincias que agem direta e indiretamente na tirebide podem ser encontradas sm inGmeros
vogmil"o" 1,48,54.58) (55 de naturera quimica diversa,
Nas plantas do género Brassics, como couve, repolho, nsbo, encontrase @
l,.‘rvinil-?-tioo:uolidonam, substdncia capa:z de desencadear hiperplasia ds tirebide, especisimente em
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f:ondicﬁes de baixa ingestdo de iodo na dieta'®. Essa substancia existe na forma de um tioglicosfdeo
inativo, precursor, que por acio de uma glicosidase, a mirosinase, é transformada na substancia ativa“".
A enzima também & produzida por bactérias intestinais que passam a ser es responsdveis pela
transformacao do tioglicosideo quando o produto foi cozido e a enzima vegetat inativada'3"),

Outras tiooxazolidonas como 2a 5,5-dimetil-2-tiooxazolidona"-‘3'
3indol-acetonitrila- podem ser encontradas'5-54)
isotiocianatos e polissulfetosm?"a'sa).

, além de uitrilas como s
em plantas desse género, ac lado de tiocianatos,

Na mandioca existem dois glicosfdeos: a hinamarina e a foto-sustialing, capazes de liberar
cianeto pela agdo de outra f-glicosidase, a linamarase; o cianeto por sua vez ¢ detoxificado pela agdo da

rodanase hepdtica a tiocianato, substancia também bociogénica“”.

Nas cebolas, também, encontram-se compostos sulfurados capazes de bloguear 3 captagio de
iodo pela tiredide, como o n-propildissuifeto gue |4 foi responsabilizado pela alta ‘incidéncia de bbcio em
regides do Libano'3%?,

Estudos feitos em ratos que ingeriam um pigmento glicosidico extrafdo da casca do amendoim
e de sementes de caju, demonstraram 3 existéncia de atividade bociogénica‘zg’. A acdo na tirebide, no
caso, seria devida a uma iodacdo preferencial dos metabolitos formados apds a ingestdo, diminuindc
assim a quantidade de iodo disponfvel para ligar-se a tirosina. Atrayés desse mesmo mecanismo e, ainda,
pefa inibigdo da condensagdo oxidativa da monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina {DIT) alguns autores
explicam a a¢30 na tiredide de certos flavon6ides e de seus produtos de degvat:iacio”8 .

€ importante citar, também, os nitritos e nitratos presentes em certos vegetais's"sn que em
quantidades elevadas podem interferir diretamente na captacio de iodo pela tiredide, bem como os
salicilatos(ss’, capazes de bloquear a ligagdo dos hormdnijos tireoideanos com as protefnas plasmaticase
de inibir a sua formagao “in vitro”.

Sdo conhecidas, ainda, substancias como as encontradas em nozes capazes de produzir bocio de
forma indireta, ou seja provocando um aumento na perda fecal de tiroxina' 23,

Ao lado dessas substancias bociogénicas conhecidas existem outras cuja natureza e a¢io nio estd
caracterizada como é o caso do “fator” existente na soja (Glycine max).

A revisdo da literatura mostrou que os virios pesquisadores atribuem a causas diversas, os
diferentes efeitos causados pela ingestdo de soja sobre a tirebide, sendo que alguns negam mesmo »
existdncia de gualquer acdo direta. Assim, como veremos, certos autores, observando 8 instalagdo de
bbcio em ratos alimentados com soja atribuiram-no a uma possivel deficiéncia de iodo na dieta e a0
passo gue outros, simplesmente, ao baixo valor biolégico da protefna.

McCARRISON'?7! foi o primeiro a relatar que ratos alimentados com $0ja crua apresentavam
ur hiperplasia da tiredide, observivel mesmo quando a racio continha teor de iodo bem superior 80
necessrio,

Estudos posteriores de SHARPLESS e col."4%, WILGUS e col.'®3) ¢ HALVERSON e col.!'2!
demonstraram que em ratos e também gslinhas, a inclusSo de soja nfo processada na raclo, era capaz de
provocar um sumento de gldndula e que essa propriedade era inibida, totalmente, pels administraclio de
quantidades elevadas de iodo, ou parcialments, pelo tratamento térmico da soje.

€ interessante enfatizer aqui, que segundo WILGUS e col.!®3 ¢ adiclio de iodo corrigia o bdcio,
mas nllo ers capez de methorer & diminuicBo de crescimento pelos snimais em questo,

Com relaglo & solubilidade do fator stivo, 0s autores citedos observeram, que a propriedads
~bocioghnica ds sojs crus nfo podia ser removids pelo tratamento com solvantes orghnicos como éter,



acetona, cloroférmio ou etanol, com exce¢do de SHARPLESS e col. 144) sequndo 03 quais esss

propriedade podi. ser parcialmente eliminada por tratamento com éter ou acetona.

Também BLOCK e col.(", constataram possibilidade semelhante, ou seja a de redugio na
capacidade bociogénica, em ratos, por desengorduramento da soja crua, apesar da soja nesse caso
mostrar-s¢ mais rica em iodo.

Efeitos semelhantes, medidos porém pela redugio na captagdo de iodo radioativo, foram
observadas tanto em ratos'!? como em criangas alérgicas(f’m. alimentadas com "leite de snja”’. O
mesmo autor observou, agora em adultos, que entre catorze testados, apenas dois manifestavam efeitos
baciogénicos quando alimentados com “leite de soja’” por cinco dias, sugerindo gue O agente em
questao, interfere com a sintese dos hormdnios tireoidianos de acordo com a suscetibilidade individual.

Por outro lado, opostamente, outros autores observaram um aumentg na captagdo de iodo
marcado tanto em ra(os(a‘w) como em criangas alimentadas com produtos derivados de soja“s'as*"";
esses efeitos foram atribuidos pelos pesquisadores a uma agdo indireta: haveria um aumento na excre¢io
fecal de tiroxina endogena, diminuindo o rendimento recuperador pela circulacdo entero-hepitica, ogue
causaria queda da tiroxina plasmdtica, estimulando a producdo de tireotrofina e logo causando um
hipertireoidismo.

A perda fecal dc tiroxina, por outro lado, seria devida a mudancas do ambiente
gastro—imestmal(s'm’ como: transito gastro-intestinal acelerado por causa do volume do bolo fecal,
provocaudo reducado na reabsorgdo de tiroxina ou a presenca de uma substincia capaz de agir nessa
reabsorcio ou mesmo a agdo de inibidores tripticos. £ possivel, também, que a seja facilite o-
desenvolvimento da Escherichia coli no trato intestinal, microorganismo que consegue se ligar 3 tiroxina
reduzindo sua reabsorciow”.

Qutra linha de observacio é a trazida pelas pesquisas de NORDS!EK(JO), que verificou haver
um aumento de peso da tiredide, em ratos alimentados com ragdes contendo de 35 a 60% de soja crua,
observando, porém, gque a adicdo de caseina 3 ragdo eliminava o efeito. O autor sugere que, sendo a
casefna uma protefna de elevado valor biolégico, pode favorecer a sintese de protefnas e
consequentemente auxiliar no transporte humoral e na absor¢do intestinal dos hormdnios na tiredide.
Sugere, também, que esse efeito bociogénico poderia estar relacionado com a presenga de antitripsinas,

hipHtese levantada, também, po: outros pesquisadores(g).

Recentemente, KONIJN e cot 119 conseguiram resultados interessantes; constataram a presenca
de um agente depressor da fungdo tireoidiana na farinha de soja ndo aguecida, que resiste 3 digest3o
pancredtica e ao aquecimento em banho-maria fervente, durante duas horas, mas, & aparentemente
destrufdo pelo tostamento da farinha, :

A substincia responsdvel foi parcialmente purificada parecendo ser um oligopeptidio de baixo
peso molecular 29, '

Ela consegue inibir @ captacdo de iodo pela tiredide tanto "in vivo” (ensaios de 24h) como ‘‘in
vitro” diminuindo a sua organificac3o e, quando incorporada na dieta, aumenta a capacidade de ligacdo

das protefnas séricas 3 triiodotironina (Tal radioativa exdgena,

A gldndula quando exposta '‘in vitro” ao agente depressor, apresenta uma incorporagio menor
de radioiodo na forma de diiodotirosina (DIT) e a relac3o triiodo tironina/tiroxina (T,/T,) torne-se
maior, faltam porém estudos *'in vivo”, para confirmar esses resuitados.

Resumindo, constats-se que segundo alguns, a soja causa hipertireoidismo e segqundo outros
hipotireoidismo, havendo inclusive idéias diferentes com relacdo ds propriedades quimicas da substincis
responsdvel, Ao lado desses existem ainda outros autores*48! que negam s existéncis da qualquer aclio.
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Essas observacBes reforcam, a nosso ver, a necessidade de se fazerem mais estudos sobre ©

assunto, justificando os objetivos propostos.

4 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
4.1 — Fracionemento ds Soja

A s0ja foi fraciocnada de virias maneiras para o isolamento do fator ativo.

4.2 — Ensios Agudos

As experiéncias dos ensaios agudos foram realizadas num perfodo experimental de 3 a 24 horas.
Os produtos testados (Figura 1) nos animais provinham do fraci to da Farinha de Sojp
Desengordurada (FSD), Farinha de Soja Desengordurada e Autoclavada (FSDA) e Produtos Comerciais
de Soja.

4.3 — Enaios Semicrdnicos

Foram reslizados dois ensaios semicrdnicos; no primeiro ensaio semicrdnico os animais forsm
submetidos 8 um perfodo experimental de 16 dias e no segundo ensaio semicrdnico de 29 dias. Os
produtos testados provinham do fracionamento da Farinka de Soja Desengordurada n30 sutoclavada’
(FSD} e Autoclavada (FSDA} (Fidura 1). Os grupos recebiam ragdes que continham produtos de
fracionamer to conforme indicados na Tabela ).

Tabela |

Grupos Experimentais dos Ensaios Semicrdnicos:

Fraghes de Sojs Testadas
Enmios Grupos Fraclo Testeds

FSD Farinha de Sojs Desengordurads e nfo Autoclavads
R Residuo nfo sutoclavado

19 RA + €8 Res(duo Autoclsvedo ¢+ Extrato Bruto nio Autocisvedo
FSDA Farinha de Sojs Desengordureds e Autoclavads
RA Residuo Autoclavedo
RA + EBA Res/duo Autoclevado + Extreto Bruto Autoclevado
FSDA Farinhe de Sojs Desengordurads » Autoclaveds

F od RA Res/duo Awocisvado
AA + EBA Resfduo Autoclsvedo + Extreto Bruto Autoclavedo,




4.4 — Testes Fisico-Quimicos

Estes testes foram realizados em fragBes parcialmente purificadas que continham o fator em
estudo, no sentido de verificarmos a presenca em sua estrutura quimica de peptidios, glicides e
flavonbides.

5 — MATERIAL
5.1 — Soja

Utilizamos a variedade Santa Rosa, {Glycine max) obtida na Estacfo Experimental ca Escols
Superior de Agronomia de Lavras. Os derivados de soja {leite, concentrado protéico e farinha tostada)
foram obtidos no comércio local.

5.2 — Animais

Foram ratos (Rattus norvegicus variedade Albinus) obtidos de coldnias mantidas no biotério ds
Faculdade de Ciéncias Farmaciuticas da USP e alimentados com um ragdo comercial padrdo do biotério.
Durante a experiéncia foram alojados em gaiolas individuais, recebendo dgua “ad libitum” e os diferentes
tipos de ragdes experimentais conforme o caso.

5.3 — Ragbes Experimentais
Foram preparadas para realizagdo dos ensaios semicrdnicos.

As preparacdes a serem testadas foram adicionadas a uma dieta bdsica que continha 1% de
mistura vitaminica, 4% de mistura salina, 8% de bleo de soja e B7% de amido. A adigio das diversas
fragBes era feita s expensas de amido de forma a resultar numa porcentagem final de 18% de proteina.
As ragles do segundo ensaio receberam ainda 0,2%de metionina.

A mistura salina usada no primeiro ensaio foi a de FOX & BRIGGS‘B’; j8, no segundo,
alterou-se a quantidade de iodeto de potdssio de 17,0 mg para 3,1 mg %.

A mistura vitam(nica foi descrita anteriovmentou' ’.

“(N)

A porcentagem. de proteina das racdes experimentars obtida por anéli encontra-se ne

Tabela H.

5.4 — lodo Radivativo

Usou-se iodeto de sédio (Na'3'1) dissolvido em solucdo fisiolégica isento de carregador e de
redutor,

O iodeto de sddio (Na'2%1) para a dosagem dos hormdnios séricos provinha de conjuntos
especificamente preparados para a sus dosagem (Lepetit S.A, e Bio-Rad Laboratories).

6.6 — Equipamento

Além do equipamento convencional de faboratdrio, usou-se para as contagens um detector
de cintilagdo, com cristal de pogo de iodelo de sbdio ativeado com tdlio Nal(Tl), » contador
modelo Ultra Scaler 11 (Nuclear Chicago); um espectrofotdmetro Acta Ill (Beckman) foi usedo pars
8 obtencBo dos espectros de absorcBo no ultravioleta (UV).



Tabala It

Teor de Protefna das RagBes Utilizadas nos Ensaios Semicrdnico .

Enssios Grupos * % prptelna (N x 6,25)

FSD 18,1
R 19,12

19 RA +EB 18,42
FSDA 18,29
RA 18,56 °
RA + EBA 19,72
FSDA 19,39

20 RA 18,34
RA + EBA 17,83

* Ver Tabela |

6 - METODOS
6.1 — Fracionamento da Ferinha de Soja Desengordurads (FSD) e dos Produtos Comerciais

6.1.1 — Obten¢do do Extrato Total (ET), Extrato Bruto (EB) e Resfduo (R)

A soja, previamente molda e desengordurada com hexana, na proporgio de 13
(soja:solvente) foi tratada ainda com éter etilico, em extrator de Soxhlet, até desengorduramento
total. A Farinha de Soja Desengordurada (FSD) assim obtida, apbs secagem ao ar, foi novamente
tritutada em moinho de facas e submetida a extragdo com &gua. A seguir, foi tratada como sugerido por
KONIJN e col.“g’, com as modificagdes descritas abaixo e esquematizadas na Figura 1.

200 g de FSD faram tratadas com 1,51 de &gua destilada, acidificadas com HCI IN até pH 4,2
{(ponto isoelétrico das protelnas de soja), submetidas 3 agitacSo por 1 hora, sendo a sequir, a suspensfo
filtrada ou centrifugada a 7.000 r.p.m. O precipitado foi reextraldo com 500 ml de sgua destilada ds
mesma forma e o sobrenadante resulta:..e acrescentado ao anteriar.

Os sobrenadantes conforme o caso ou eram concentrados em evaporador rotatbrio a vicuo &
S0°C até volume final de 100 ml — originando o Extrato Bruto (EB) ou eram tratados com acetona ns
proporgda de dois volumes de acetona para um volume de sobrenadante.

Apbs repouso, a 4°C durante doze horas, o extrato cetdnico era filtrado e o filtrado
concentrado em evaporador rotatdrio @ vicuo (S50°C), sté volume de 100 mi, obtendo-ss assim — o
Extrato Total (ET).

Para o 19 teste semicrdnico partimos de 1,7 Kg de FSD e 1,7 Kg de FSDA; para o 2° tests
semicriinico usamos 4,0 Kg de FSOA, saguindo-se 0 mesmo esquems tendo sido porém obtido nesse caso
no [nstituto de Tecnologia de Alimentas de Campinas.



FARINHA DE SOJA DESENGORDURADA (FSD ou FSDA) + AGUA DESTILADA
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EXTRATO TOTA]. (ET ou ETA)

I’
)
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Figurs 1 — Esguems Geral de Fraclonsmento de Farinha de Soja Desengordurads



A obtencao dos extratos dos Produtos Comerciais sequem o mesmo esquema da Figura 1 até 8
obtengdo do Extrato Totai (ET). O leite de soja sofreu prévio desengorduramento igual ao da soja
mofda.

6.1.2 — Fracionamento com Etanol

0O Extrato Total foi adicionado de etanol até concentracdo de 90%, deixado em repouso a 4°C
por doze horas e fiftrado. O sobrenadante foi concentrado a 50°C em evaporador rotatério a vacuo até o
volume iniciaimente utilizado de Extrato Total. Para os testes o precipitado era redissolvido em dgua até
volume igual ao do Extrato Total {Figura1).

6.1.3 — Purificag3o por Peneira Molecular

De 6 a 10 ml do Extrato Total eram fracionados em coluna de Sephadex G-25 médio ou fino
(2,0 x 96,0 cm), previamente equilibrada com acetato de amdnio 0,02M {com velocidade de escoamento
de = 1,7 mi/min.). A coluna foi elufda com acetato de amdnio 0,02M, coletando-se volumes de 5 mi.

Para os testes com animais, os efluentes compreendendo cada uma das virias fracBes obtidas,
foram reunidos e concentrados em evaporador rotatério 3 50°C até volume igual a0 introduzido na
coluna.

Para aobtencdo de quantidade suficiente de extrato fracionado, foram utitizados os efluentas
correspondentes a cinco corridas.
6.2 — Tratamento Térmico

Normalmente, o tratamento térmico do Extrato Total era realizado em autoclave vertical em
frascos de 125 mi contendo de 40 a2 60 ml de liquido, por tempos variados entre 30 e 60 minutos

conforme a experigncia,

As autoclavagens da Farinha de Soja Desengordurada (FSD) ou do Resfduo (R) foram feitas
apds adicdo de dgua na proporgdo de 35:10 {H; OFSD/R).

No caso do ensaio agudo da experiBncia citada no item 7,1.3 e primeiro ensaio semicrdnico, a
autoclavagem foi feita em erlenmeyers de 1,51 durante um perfodo de 40 minutos a 1 atmosfera de
pressSo e no segundo ensaio semicrdnico em jatas de 1,5 Kg seguindo ciclo de temperatura, apresentado
na Figura 2.

Essas modificacBes foram introduzides devido 3 necessidade de manipulaglio de grandes
quantidades de material.

0 e'squema para o fracionamento da Farinha de Soja Desengordurada apds autoclavaco prévia
(FSDA), seguiu e esquematizado para a farinha ndo autoclavada (item 6.1.1} (Figura 1).
8.3 - Ensaios das Fragles Obtidss
8.3.1 — Ensaios Agudos

Nos valemos da técnica utilizada por KONIIN''®) modificada segundo o esquems: 2 ml da
fracdo em estudo (Figura 1) correspondentes a ingestlio de 4 g de Farinha ds Soja Desengordurads foram
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administradas através de sonda gistrica a grupos de ratos mantidos am jejum por doze horas e alojados
em gaiolas individuais. Os ratos controle recebiam, da mesma forma 2 ml de solucio fisioldgica.
Decorrida uma hora, injetava-se por via intraperitoneal cerca de 5 uCi ':"l/1009 de pesc de rato, num
volume de 1 ml. Apds a administragdo do radioiodo 0s animais eram alimentados com raclo normal do
biotério.

Decorridas 24 horas (ou apds tempos varidveis em certas experidncias), os animais foram
sacrificados por inalagdo de éter, as tiredides com a traquéia removidas, lavadas com solucdo fisiolGgica
sua radioatividade medida.

O efeito do “fator” em estudv foi avaliado calculando-se a porcentagem de captagdo/100 g de
peso do animal,

6.3.2 — Ensaios Semicrdnicos
Nesse caso, as fracdes em estudo (Tabela I) foram adicionadas 3s racBes experimentais.

Findo o perfodu experimental de 16 dias no primeiro ensaio e 29 dias 1o segundo, os animais
recebiam, por via intraperitoneal, 1 m! de solu¢cdo de Na 13 com 10 uCi/mi por 100 g de rato. Apbs
24 horas os animais eram sacrificados com éter etflico e as suas tiredides removidas com cuidado para
evitar que e rompessem. As glandulas eram lavadas com solugdo fisioldgica, pesadas imediatamente e a
radioatividade mediaca em cintilador.

O efeito da frac3o em estudo foi avaliado por diferentes par3metros como: peso da glindulo, %
da captacdo, nivel de hormdnios tireoid.:anos e séricos e (ndices de crescimento.

6.4 — Determinag3o da Porcentagem de Captaglo

A porcentagem de captagdo foi calculada dividindo-se o nOmero de contagens obtidas com a
tirebide por aquelas obtidas contando-se, rias mesmas condigdes, 1 ml de uma diluicdo conveniente da
solu¢io padrio injetada nos animais 8 multiplicando-se a razdo por 100,

Em todos os casos as contagens foram superiores a 10.000 para manter-se o erro estatistico de
contagem inferior a 1%,

6.5 — Doseamento dos Hormdnios ds Tiredide
6.5.1 — Preparo do Hidrolisado

Logo ap6s a medida da radioatividade cada tirebide foi macerada em homogenizador mecanico
" com 1 ml de tampdo TRIS-HC) 0,1 M, pH 8,6 contendo: 0,1% de tiouracilo, 0,9% de NaCl e 0,1% de
pronase; apds a homogeneizacdo acrescentavam-se mais 2 mi de pronase a8 0,1% dissolvida no mesmo
tampio sendo os macerados deixados em estufa @ 37°C por vinte e quatro horas, pare a digestio
enzimitica'2%!, Qs hidrolisados de ceda glandula eram centrifugados a 6.000 r.p.m. durante vinte
minutos e os sobrenadantes utilizados na cromatografia,

6.5.2 — Separagio dos Hormbnios
A separacio dos hormbdnios foi efetuada por cromatografia descendente em papel Whatman

3MM"'°', tendo os cromatogramas de cads hidrolisado sido desenvolvidos em dois sistemes de solventes
distintos.



Sistema 1: para lodotirosinas
n-butanol:scidu acéticodgua (4:1:5)

Os solventes foram colocadons em funit de separacdo na proporgdo citada acima, e apds agitagdo
deixou-se a Mistura em repouso por quatro horas a 4°C. A fase superior foi utilizada no desenvolvimento
dos cromatagramas e a interior para saturagdo prévia do sistema.

Sistema 2: para lodotironinas
NH4OH 2N:n-butanot {1:1)

Os solventes foram colocados em funil de separacdo, e apOs agitac¥o deixou-se a mistura em
repouso por quatro horas a 4°C. A fase superior foi utilizada no desenvolvimento dos cromatogramas e 8
inferior para saturagao prévia do sistema.

Para as corridas, 500 ! do hidrolisado de cada glandula foram misturadas com 100 ul de
mistura de padrdes (2mg de Nal + 2 mg de MIT + 2 mg de DIT + 8mg T3 +8mg T_ dissolvidos em
4 mi de NH4OH 2N)}*

200 ui dessa mistura foram entdo aplicados ao papel em estrias de 1,5 cm. Apds as manchas
estarem secas, 0s cromatogramas foram levados para saturar nas cubas que continham o fase aquosa dos
respectivos solventes e ap6s um perfodo de cinco horas a fase butandlica foi cclocada em contacto com
0s cromatogramas. O tempo de desenvolvimento foi de guinze horas.

Finda a corrida, os cromatogramas foram secados e revelados quimicamente. Para os compostos
com grupamento fenflico utilizou-se o reativo de PAULY(‘"’ e para localizagdo do iodeto sbdio, o
cloreto de palidio 3 1% em soluc3o aquosa aciditicada com HC! {pH = 3),

6.5.3 — Contagens

Apbs revelagio quimica os cromatogramas foram secados ao ar novamente, recortados em tiras
de 1.cm. de largura (na direcdo origem -+ front) e a radioatividade da cada tira determinada em detector
de cintilagdes. As contagens correspondentes a um determinado hormdnio, idenmtificado quimicaments,
foram agrupadas para se calcular sua porcentagem em relacdo 3 soma total das contagens do
cromatograma.

Nas Figuras 3 e 4 encontram-se representados duas das corridas realizadas, » titulo de ilustraclo
¢ avaliacdo da técnica empregada.

6.8 — Doseamento dos HormOnios Séricos
8.8.1 — Obten¢lio do Soro

Antes da remogSo das tiredides os animais eram levemente anestesiados com éter etflico e
através pungdo cardfaca retiravam-se 5 mi de sangue. Para evitar hemblise ¢ obter-se uma boa retracio do
codgulo utilizaram-se, para cada animal, seringa e tubo de enssio previamente siliconizados. Apds
coagulaglo, o soro era separado por centrifugacio 8 2.000 r.p.m. e congelado a -20°C para posterior
andlim dos hormbnios,

_1*) (MIT) monoiodotirosina, (DIT) de iodotirosina, {T4) trilodatironine, (T,) Tioxine.
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8.6.2 — Medida Indirets da Fungdo Tireoidiana

Baseada no método de LEONARDS‘”'; utilizamos para esse fim o sistema Trilute (Ames
Yissum, Ltda, lsrael). A quantidade de soro usada na medida, para cada animal, foi de 0,15 ml.
8.6.3 — Radioimunoensaio

Para a dosagem do T, empregamos o sistema T, Dow-Lepetit (Lepetit S.A) e para a dosagem

do T‘ o sistema Quantimune T,Ria (Bio-Rad Laboratories).

B.7 — Testes Preliminares para ldentificagdo dov Compostos Presentes no Extrsto Total ¢ em Suss
Fra¢des

8.2.1 ~ Espectros de Absorgdo

Os espectros foram obtidos em solugio aquosa ou etandlica (90%) na diluigde de 1/600.

6.7.2 ~ Glicides SolGveis em Agua

Foram detectados através de reacdes em tubo de ensaio com resorcinol (reacio de
Seliwanoff) '°2} benzidina + cido triciur> acético'®! @ reacdo de MoIish-Udransky‘sz'.

6.7.3 =~ Grupo a-Aminico Livre
Avaliados através das reacdns em tubo de ensaio com reagente de ninhidrina segundo método de

SPIES'T),

6.7.4 ~ Flavonbides

Detectados através das reagdes cam FeCly a 5% e Na; CO, a 10%, segundo SEI KEL!4Y),

Foram efetua&os também reagBes em forma de “spottest” sendo os reveladores empregados UV,
vapores de NH, e vapores de NH3 + UV'9?) Nos valemos também da cromatografia em papel Whatman
IMM? com n-butanal; dcido achtico: H10(4:15), preparado conforme item 6.5.2.

Os reveladores empregados foram UV, vapores de NHj, vapores de NH; + UV, N3;C03 10% e
FeCly 5%. .
8.8 ~ Métodos Estatisticos
Foram realizados 3 tipos de andlise estatfstica:
~8) Teste “1” de Student pera comparacio entre duas médias'”’

*b) Andlise de Varidncia. Nos casos em que pela anilise sa rejeitou 8 hipdtese de igualdade
das médias dos grupos, trBs solugBes foram tomadas; em certos casas fez-se 8 comparagho

{*) Realizads pelos Profs. Clovis Arsujo Peres, Wilton Otiveire Bumsb e Dalton Francisco de Andrade, do Instituto
de Matemitica e Esatisrics de USP,
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de cada grupo com o controle (Técnica de DUNNET)(", em outros usou-se a técnica de
anAlise de conglomerados para agrupar os tratamentos semelhantes (Técnica de SCOTT e
KNOTT)“” e no caso de doseamento dos hormdnios tirecidianos no segundo ensaio
semicrdnico, nos valemos dy técnica de FISHE R”).

c) Andlise de Covaridncia. Foi utilizada nas varidveis que dependiam de algum modo do peso
inicial, para eliminar-se o efeito do peso inicial do rato. Quando a hipdtese de igualdade
entre as médias ajustadas foi rejeitada, passou-se a técnica de agrupamento das médias

(Técnica de SCOTT e KNOTT)41),

O nfvel minimo de significincia considerado foi de 5% ou 1% conforme o caso.

7 — RESULTADOS E DISCUSSAQ
7.1 — Ensaios Agudos Realizados com os Extratos de Farinha de Suja Desengordurada (FSD)

Os efeitos agudos foram obtidos, como descrito em 6.3.1, administrando-se extratos de soja @
ratos, e avaliando-se a sua agdo por medida da captagdo de 131 pela tirebide apbs prazos varidveis de 3
a 24 horas. Os ext-atos, tratados ou ndo termicamente, consistiam dos Extratos Totais (ET), fracOes
razoavelmente purificadas (6.1) (Figura 1] j& que boa parte das protefnas (contendo inclusive
fitohemaglutinina e antitripsina) eram eliminadas por precipitagdo isoelétrica em pH 4.2 e, numa segunda
fase, pelo tratamento com acetana'!9-28.40),

7.1.1 — Efeito do Extrato Total Nio Autoclavado. A¢do em 24 Horus

Extratos Totais, nio autoclavados preparados a partir de Farinha de Soja [Jesengordurada Crua,
administrados a ratos por sonda gistrica nJo causaram, ap6s 24 horas de agdo, qualquer variagdo
significativa na porcentagem de captagdo de 13 pela tirebide {(Tabela 111).

Ensaios preliminares realizados anteriormente com propiltiouracilo nos haviam indicado a
eficiéncia da técnica escolhida; testes prévios realizados com um produto comercial de soja haviam
também indicado uma a¢do mensurdvel, fatos esses que em vista dos resultados negativos da Tabela I,
nos levaram 3 repeticdo da experiéncia.

Na Tabela IV encontram-se os resultados dessa primeira repeticdo, bem como de outras,
realizadas posteriormente, num espago de 20 meses a partir de 19 ensaio. Como se v& pela tabela, apenss
em um caso, entre as 3 repeticdes, houve reducdo significativa da captagdo (P<0,05), o que
representava uma confirmagdo muito fraca dos resultados obtidos na nossa experiéncia piloto.

Os resultados pareciam apenas refletir a contusio existente na literatwra sobre » existéncia —
n3o existdncia de substincias ativas'12:20.45,98)  £ai00n ainda explicar a ac3o (excec3o) obtida ne
terceira repeticdo {conclu/mos mais tarde que a excecdo obtida poderia ser explicada por um excesso de
aquecimento durante a preparag3o dos extratos usados nessa experiéncia).

7.1.2 — Efeito do Extrato Total Nfo Autoclavado. Aglo de 3 8 24 Horas
Pensando que uma possivel metabolizaclo pudesse eliminar a acdo do composto ativo, no prazo

empregado inicialments, de 24 horas, realizamos experidncias procurando avaliar & acSo apds tempos
menores decorridas entre a ingest§o dos extratos e 8 medide da captaco,



Tabela 11}

Eteito do Extrato Towl na Captagio de 131 pela Tiredide

N© de

Peso médio

Tempo Dose irjetada Doss %de captacho Andlise
Grupos ratos dos ratos de agio captads /100 g de rato Estatistics *
(9) (he) HCi cpm {cpm)
Comrole 84 101,0 24 4.9 1.757.648 142.407 8,03 [
+31°° $12.098 + 068
Extrato Total 116 107,0 24 49 1.757.648 153.728 8,24 »
+ 34 t 9.310 t 060

* Usoue Andlise de Varidncia. Letras iguais indicam que nSo houve diferenca signiticativa (P > 0,05).

1}



Tabela IV

Efeito do Extrato Total na Captacio de '3‘| pela Tiredide

N9 de Peso médio Tempo Dose injetada Dose %de captacdo Andlise
Grupos ratos dos ratos de acdo captada /100 g de rato Estatistica *
(g) (hy) - uCi cpm {cpm,
Cantrole 106 166,0 24 8,2 3.420.800 192,750 3,40 3
30 £12.701 t 0,26
Extrato Tota! 1G¢ 165,0 24 8,2 3.420.800 160.549 2,84 a
=z 2,7 +13.668 t 0,22
Controle 7d 163,0 24 7.0 3.349.050 632.107 11,93 2
t 8,1 +58.504 * 1,26
Extrato Tatal 8¢ 1610 24 7.0 3.349.050 530.335 9,97 [
z 6,6 +56.650 t 145"
Controle 83 158,0 24 6,0 2.361.625 269.302 7,23 N
t 90 $25.704 : 0,63
Extrato Total 8d 155,0 24 6,0 2.361.625 195.762 5,47 b
t 74 211,109 * 0,47 (P<0,05)

* Usouse Anilise de Varidncia.
** Erro Padrio

Letras iguais no mesmo experimento indica que ndo houve diferenca significativa (P > 0,05}

1
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Os resultados, de virias repetigdes encontrtam-se na Tabela V e mostram que existe de fato um
fator ativo (F) que consegue diminuir a captagcdo de 13, pela tirebide ® cuja ac@o se inicia apés 3 horas
de administracdo mas que desaparece decoiridas 24 horas.

A observacio feita explica, em parte, a discrepincia de certos dados da literatura, que poderiam
ser devidos a0 tipo de téenica usada para a deteccdo da agdo tOxrca.

Para 0s resultados optidos, virias expl.cagles nos ocorreram como:
a) O tator ativo (F) seria, como pensado, rapidamente eliminado ou inativado no organismo
{detoxiticado, hidrolizado, com perda de agio) o que ocorreria entre 6 e 24 horas apfs a
administracdo.

b

(F) seria composto de duas substancias, daquela ativa (A) e uma inindora ou antagonista
{1), cujas velocidades de: absorg3o ou metabolizagdo ou de excregdo, fossem diferentes.
Assim, por exemplo, se a absorcdo de (1) fosse mais lenta, ou se (1) existisse na forma de
um precursor que levasse algumas horas para tornar-se ativo, a a¢30 seria aquela obtida
nos nossos resultados.

—

O fator (F) poderia, também, existir na forma de um precursor (ou precursores) inativo,
sendo que apenas uma pequera frac3o estaria na forma livre; e cuja quantidade sb seria
suficiente para agir num perfodo de tempo curto (6 horas). Essa quantidade poderia ser
formada na preparagdo do extrato.

C

7.1.3 — Efeito da Autocfavagem Sobre a3 Agdo do Extrato Total. Agdo em 24 Horas

A possibilidade inferida, da existéncid de mais de uma substancia ou de um precursor iNativo,
nos levou a tentar discriminar a agdo das mesmas e, como poderiam ter [abifidades térmicas diferentes,
realizamos experiéncias exploratorias, comparando a acdo de Extratos Totais Autoclavados com a do
Extrato Total Cru.

Esses recultadons encontram-se na Tabela VI e mostram (em duas repetic3es) que a autoclavagem
do extrato total entre 30-60 mi., faz com que o0 mesmo se torne operante na depressio da captagdo
contirmando de um lado, a existéncia, nesse extrato, de uma substdncia ativa e, por outro negando a
hipbtese 3", levantada anteriormente.

Outro aspeclo importante 8 que essa substancia é resistente ao tratamento térmico de 121°C
por 60 min,, mesmo em solugio; possivelmente ela deveria resistir ao processamento industrial, o que foi
confirmado {ver adiante).

Havia, ainda, porém, a possibilidade da substincia ativa ter sido “produtida” como resultado de
. uma reacJo ocorrida durante 3 autoclavagem do Extrato Total e desse modo seria apenas um "artefato”,
mas n3o uma substincia existente Na soja.

Diante disso realizamos testes onde autoclavamos a Farinha de Soja Desengordurada, em
suspensdo aquosa para depois separar o Extrato Total e testé-lo,

Os resultados da Tabela VII mostram que acdo foi a3 mesma que ocorreu no caso do
aquecimento do extrato, indicando tratarse de substincia preexistente na soje ¢ ndo formade
srtificialmente na autoclavagem do Extrato Total. Pelo mesmo racioncinio conciue-se que, devido s
diferengas ohservadas antes e depois da autoclavagem, » mesma substincia tambdm ndo poderia ser
formada durante a praparacdo do extrato, fase em que ags condicDes utilizedes sio menos severss.



Tabels V

Efeito do Extrato Totwal! na Tiredide: 3, 6 ¢ 24 horas apds a Administracdo de 131

N? de Peso médio Tempo Dose injetada Dose %de captacio Anglise
3rupos ratos dos ratos de acdo captads /100 g de rato Estatistica "
(@ {he) uCi cpm {cpm)
Controle 748 136,0 2 4 3.033.300 152.506 3,73 [ ]
+80°" $15.235 * 0,32
Extrato Total 6d 138,0 k| 8.4 3.033.300 154,295 3,74 [
+ 85 + 6.081 t 0,25
Controle 109 1140 6 6,2 2.289.750 326,956 12,63 3
28 $22.620 * 0,94
Extrato Total 0¥ 12,0 6 6,2 2.289.750 216.978 8,49 b
1 27 $22.292 t 0,86 (P<0,001)
Conmrole ey 155,0 6 6.1 2.368.100 289.204 7,29 [
227 35338 t 1,02
Exuato Totat 9% 155.0 6 6,1 2.368.100 195.839 5,30 b
t 34 £14.827 + 0,30 (P <0,05)
Controle 9d . 10,0 24 49 1.757.648 142.407 8,03 (]
* 31 212098 * 0,68
Extrato Totat 114 107,0 24 49 1.757.648 153.728 8,24 2
- x 34 * 9.310 * 0,60

°® Usouse Andlise de Varidncia. Letras iguais no mesmo experimento indica que ndo nouve diferenga significativa (P > 0,05)

** Erro Padrio




Tabela VI

Efeito da Autoclaveagem do Extrato Total Sobre s sua Atividade na Tiredide

N2 de Pey0 médio Tempo Dose injetada Dose %de captac¢do ' Andlise
Grupos ratos dos ratos de aclo captada /100 g de rato Estatistica
(g) (hs) uCi cpm {cpm)
Controle 8o 140,0 . 24 6,6 2.375.200 257.026 7,76 Y
¥32° ’ $13.672 t 043
Extrato Toual 1546 146,0 .24 6,6 2.375.200 204,873 5,89 b
Autoclavado 30 min, * 20 $10.352 t 0,27 (P <0,001)
Controle 109 17,0 24 55 2.059.550 251.994 10,57 a*"*
t 4,6 115.840 t 0,67
Exuato Total 09 120,0 24 55 2.059.550 243.448 8,97 a
t 35 12620 t 0,76
Extrato Total 0% 120,0 24 55 2.059.550 186.471 7,56 b
Autoclavedo 30 min. * 30 £11.885 t 047 (P <0,05)
Extrato Tota} - ] 117.0 24 5,5 2.059.550 205.108 8,83 b’
Autoclavedo 60 min. © 233 +13.476 * 0,51 (P<0,05)

*Erro Padriio
* *Usouse Andlise de Varidncia. Letras iguais no mesmo experimento indica que n3- houve diferenga significativa.
°**Usouse Andlise de Varidncia; e rejeitando-se a hipotese de igualdade (P < 0,01 empregamos a técnica de Anjlise de Conglomerados (técnica de SCOTT
e KNOTT). Letras iguais no mesmo experimento indicam que n3o houve diferenca significativa (P > 0,05).

1z



Tabela V)

Efaito da Autoclavagem da Farinha de Soja Desengordurada Sobre a Acdo na Tiredide

N° de Peso médio Tempo Dose injetada Dose %de captacio Analise
Grupos ratos dos ratos de aclio captada /100 g de rato Estatistica *
{g) “{hs) uCi cpm {cmp)
Controle 89 133,0 [} 6,80 2.794.600 234,097 6,30 3
t35° $22.617 t 0,56

Extrato Total av 137.0 6 6,80 2.794.600 160.929 4,19 b

de FSD ¢ Auto- t 41 t 5.088 t 0,11 (P <0,05)
clavads 40 min.

® Usouse Andlise de Varidrcia,

SCOTT e XNOTT). Letras diferentes indicam diferen¢a significativa.

** Erro Pacciio

rejeitando-se a hipdtese de igualdade (P < 0,001), empregamos a técnica, de Andlise de Conglomeradas (Te nica de
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7.1.4 — Efeito da Autoclavagem Sobre a Agdo do Extrato 1otal. A¢io em 6 Horas

Na tentativa de discriminar mais entre as »xplicacoes alternativas apresentadas, realizamos essas
experiéncias cujos resultados encontram-se na Tabela VIIi. Elas confirmam a agdo .apbs 24 horas, mesmo
apds autoclavagem e a agdo, também nas 6 horas, da mesma forma como acontece guando nio hé
aquecimento.

A Figura § itustra melhor do que as Tabelas a evolugdo da agdo observada em fungdo do tempo
de acdo e da autoclavagem.

Como o tratamento térmico faz com que a acdo depressora permaneca apds 6 horas & possivel
que ele tenha destrufdo uma segunda substancia (I) que como suposto, agiria de forma oposta 3 da
substancia ativa (A} ou seja, aumentando a captacdo de 131 pela tirebide {(hipdtese b).

No caso do fator existir na forma de um precursor (hipbtese ¢} o aguecimento poderia levar A
formagdo da substancia ativa que alcangaria uma concentragdo suficiente para agir nas 6 horas como s
24 horas. Nio hé elementos finais nesta altura para decidir, mas a alternativa . parece préxima da
realidade,

7.2 — Ensaios Agudos dos Produtos Obtidos por Fracionamento do Extrato Total

Na tentativa de isolar as substincias envolvidas para posterior identificagdo e de testar as
hip6teses fevantadas, procuramos obter fragdes ativas (que aumentassem ou diminuissem a capta¢io do
1:”l) o que foi feito por tratamento com etanol ou por separa¢3o em coluna de peneira molecular .

Dentre as substancias candidatas a serem, segundo as hip6teses levantadas, fatores ativos ou
fatores inibidores ou ainda, precursores de ambos, os flavonbides pareciam adequados.

A substincia ativa '(A) poderia, por exemplo, ser um flavondide, existente como precursor na
forma de glicosideo inativo, que se hidrolisaria por aquecimento, passando a agir. ’

A acdo nas 6 horas seria explicada como dissemos pela pequena quantidade existente na forma
lavre que metabolizada ndo consiguiria agir ap6s 24 horas.

Essa idéia encontra apoio no fato ji verificado de que os flavonbides conseguem tanto
aumentar'28.34) como diminuir {18! o metabolismo basal em animais, bem como aumentar'38:42) oy
diminuir'42! 5 captagio de 131y pela tirebide.

O mecanismo envolvido parece estar relacionado com uma acdo ao nivél das peroxidases
tireoidianas“s'm' ou ainda ao nivel de competicio entre os grupos fendlicos de flavonbides e os da
tirosina, na fase da organizacdo do iodo!18.39)

A anilise dos virios resultados apresentados na literatura sobre a soja, ndo nos auxiliaram
iuito; algung autores'4? observaram, por exemplo, que um fator bociogdnico da soja era sol(rzel em
éter etflico e acetona, pois com o tratamento por esse solvente a soja perdia essa a¢do. J4, segundo
outros, o tratamento com éter etflico, acetona, clorofébrmio ou etanol n3o eram capazes de remover 8
acdo bociogénica“""s:”.

Um Onico trabalho recente evidencia que, em extratos de soja, se consegus precipitar o fator
ativo com acetona a 90%, éter etflico » 90% ou etanol a 90%!19),

Realizamos assim uma série de experidncias preliminares para verificar a presenca de ﬂayonbid»
no Nosso extrato.
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Tabela VIUI
£feito do Extrsto Towt Autoclavado na Tiourdia: 6 e 24 horas apbs a Administracdio de 13y
N° de Peso médio Tempc Dose injetada Dose %de captacio Analise
Grupos ratos dos ratos de acio captada /100 g de rato Esatistica *
@ ths) »C cpm {emp)
. 1
Controle 89 133,0 [} 6,8 2.794.600 234.097 6,30 8 ‘
' t35°° £22,517 t 0,56 i
!
Extrato Tou! 8¢ 136,0 6 6.8 2794600  151.488 3,96 b j
Awoclavedo 30 min. + 36 £11,668 t 0,26 (P<0,05 |
Controle 10¢ 117,0 24 5.5 2.059.550 251.994 10,57 a ;
t 46 £15.840 t 067 !
: i
Exwrato Total 10y 1200 24 5,5 2059.560  186.471 7,56 b '
Auoclavado 30 min. £11.885 t 0,47 {P < 0,05) }

* Usouse Andlise de Varidncia, rejeitandose a hipitese de igualdade (P < 0,001 e 0,01 respectivamente}, empregamos a técnica de Andlise de

Conglomerados {Técnica de COTT e KNOTT). Letras diferentes indicam diferenca significativa.

o Erm Padrio
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Inicialmente verilicamos que o espectro de absotydo do Extrato Total, entre 360 a 170 nm
mostrava dois pontos de mdxima: um por voita de 200 nm que poderia ser devido a peptideos e outro
em torno de 260 nm que, pelo histdrico do extrato seria devido principalmente a flavonbides.

A cromatografia ascendente do Extrato Total, autoclavado ou cru, em papel Whatman 3 MM,
evidenciou um grande numero de manchas sobrepostas que davam reagdo positiva em UV, vapores de
amdnia, vapores de amdnia + UV, N3, CO, a 10% e FeCly 5%, indicando a presenga de vdrios
flavonbides diferentes e também, de outros compastos fenblicos.

Por precipitacdo do Ex‘rato Total com etanol a 90% obtivemos um precipitado, com absor¢io
maxima em 194 nm e um sobrenadante que mantinha 2s dois picos em 197 nm e 259 nm (Figura 6).

O desaparecimento do pico em 259 nm foi tomado como indicativo de eliminagao de boa parte
dos tlavonobides, fato que foi confirmado pela realizagdo de reagdes especificas como descrito acima.

As fracles separadas foram testadas em animais na esperangs de termos conseguido separacio
entre (A} e {I), mas ndo tivemos sucesso (Tabela 1X).

€ importante comentar, porém, que para a precipitagio com etanol partimos do extrato cru.

Os resultados obtidos por KONIJIN et al19® que consequiram precipitar um fatar com etanol a
90%, talvez se devesse ao fato dos mesmos trabalhar com s0ja que j& apresentava o composto ativo livre.

Na tentativa de purificarmos mais o Extrato Total, a caminho de um possivel isolamento e
identificacdo, o mesmo fgi, com sucesso, fracionado em coluna de Sephadex G-25 médio ou fino por
eluicdo com acetato de amdnio 0,02M (item 6.1.3).

Obtivemos B fragBes, segqundo o perfil cromatografico mostrado na Figura 7, que apés
concentracdo foram testados (item 6.3.1) verificando-se que apenas uma delas, a Fragdo Il era ativa; os
resultados de duas repeticdes encontram-se nas Tabelas X e X|,

Pensamos, também, que fosse possfvel encontrar alguma fragdo que agise de forma oposta ao
fator, aumentando portanto a captacdo de 3,4 que nos daria mais indicacdo na direc3o das hipOteses
levantadas anteriormente (da existéncia de substancia antagdnica).

Na primeria experiéncia, as Fragdes |1l e VIl mostraram essa tendéncia que nSo se mostra,
porém, estatisticamente significativa. Na segunda repeticio, novamente os resultados foram negativos.
Devemos comentar aqui a dificuldade de interpretagdo dos resultados que encontramos pois o Extrato
Total, apesar de ndo ter sido autoclavado, mostrou-se ativo; retomaremos adiante a discusslo desse
aspecto.

De qusiquer forma, o fracionamento em Sephadex resultou numa purificaclo, mesmo que
parcial, do extrsto original, liberando o fstor de uma sfrie de componentes que foram retardados na
coluna. Esse retardamento, foi maior do que era de se esperar, indicando algum tipo de interacSo com a
dextrana, possivelmente. devido a presenca de grupamentos aromaticos nas Gitimas fracBes.

7.3 ~ Testes Fisico-Quimicos de Identificagdo

A Fragdo (| obtida por separacio em coluna de Ssphadex G-25, e que s8 mostrou stive agindo
na tiredide, f0i submetida a alguns testes para se obterem indicacBes iniciais sobre » natureze quimica do
composto em quu}!o.

(¢] aspictro de sbsorclo evidenciou 2 pontos de méxime em 1906 nm e 262 nm (Figura 8)
ssmelhantes aos apresentados pelo Extrato Total. Os picos sSo indicadores da presenca de peptideos ¢
flavonbides,
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Efeito das Fragdes Resultantes do Tratamento do Extrato Total com Etanol

Tabela IX

N°® de Peso médio Tempo Dose injetada Dose %de captacdo Andlise
Grupos ratos dos ratos de acéio captada /100 g derato Estatistica ”
(g} {hs) uCi cpm {cpm)

Controle 8d 1610 24 7.3 1.900.400 172.480 5,66 a
+98°"° £11.616 + 0,31

Precipitado 83 162,0 24 73 1.900.400 176.365 573 a
Etanol 90 % t 81 t 9,557 t 0,28

Sobrenadante 8d 160,0 24 1.3 1.900.400 149,605 4,96 a
Etanol 90 % t 69 $12.109 t 0,37

Controle 8¢ 1210 24 50 1.332.300 146.583 9,03 a
t 24 $13.860 t 0,76

Precipitado 7¢ 122,0 24 50 1.332.300 124,333 7,60 ]
Etanol 90 % t 21 $12.707 + 0,72

Sobrenadante 8¢ 1220 24 50 1.332.300 112.04% 6,86 ]
Etanol 90 % t 21 %11.317 t 0,57

Controle 8d 111,0 24 7.0 3.349.050 606.147 16,72 a
-+ 57 154,974 t 2,05

Precipitado 74 1140 24 7,0 3.349.050 473577 12,63 [
Etanol 90 % t 8,7 $39.216 t 1,26

Sobrenadante 84 111,0 24 7.0 3.349.050 466,837 12,64 a
Etanol 90 % t 6,2 $29.511 t 0,74

- *Usouss Andlise de Variincia. Latras iguais no mesmo experimento indicam que ndo houve diferenca significativa, (P > 0,05)

**Erro Padrio
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Tabela X

Efeito das FrapBes Resultantes do Fracioramento do Extrato Total em Sephadex G-25 (1? experiéncia)

N? de Pewo miédic Tempo Dose injetada Dose %de captagio Analise
Grupos ratos dos ratos de aclo captada /100 g de rato . Estatistica *
(g {hs} uCi cpm {emp)
Controle 8o 1310 24 7.8 2,220,614 400.916 9,66 s
$18° $26.864 t 0,58
Extrato Total 8d 1330 24 78 3220614 307.000 6,87 b
s 21 $11.118 t 0,30 {P < 0,08)
Fraglo 1l 94 1330 24 7.8 3.220.614 267.112 6.45 b
£ 15 £18.377 + 0,37 {P <0,05)
Fracio Il 94 1340 24 7.8 3.220.614 475.092 10,80 »
1.7 $18.061 t 0,38
Fragho IV 84 1340 24 7.8 3.220.614 397.840 9,41 s
£ 13 $24.444 + 0,59
Fracio V 94 1340 24 7,8 3.220.614 412,486 9,48 a
' ERRE $13.876 ° t 0,48
Fraciio Vil 94 1330 24 78 . 3220614  445.208 1017 .
+ 25 ' $34.242 t 081

* Usouee Andlise de Varidncia, e como foi rejeitada a hipdtese de igualdade (P < 0,001}, empregamos a técnica de Anilise de Conglomeradas (técnicas
de SCOTT ¢ KNOTT). Letras iguais indicam que niio houve diferenca significat va (P > 0,05)
™ Emo Padedo .



Tabela X!}

Efeito das Frag3es Resultantes do Fraciomamento do Extrato Tots! em Sephadex G-25 (2% experiéncia)

_ N° de Peso médio Tempo Dose injetada Dase %de captacio Analise
Grupos ratos dos ratos de acéio captada /100 g de rato Esntatistica *
(@ {hs) uCi cpm (emp) .
Controle 104 120,0 24 5.0 2.245.395 | 172.207 6,38 2
34" +10.270 +* 0,35
Extrato Totwal 8¢ 1170 24 50 2.245.395 126.677 4,89 b
t 35 t 8.522 t 0,44 (P <0,05)
Fraclio 1\ 124 120,0 24 50 2.245.395 125.130 4,65 b
+ 28 + 7.483 t 0,30 (P <0,05)
Controle 8d 156,0 24 70 3.481.625 301.657 5,87 [}
t 29 120.001 t 033
Fraglo IV 74 1568,0 24 7,0 3.481.625 283.802 5,26 a
t 36 +28.408 t 0,53
Fracio 1 8d 1568,0 24 7.0 3.481.625 309,697 87 a
t 36 $19.825 t 034
Controle 1d 99,0 24 5,0 1.841.000 156.235 8,80 ]
. t62 t 7.382 t 0,51
Fragio 111 9d 1030 24 5,0 1.841.000 166.782 8,79 a
t 47 £15.843 ° t 0,78 .
Fragio V 104 * 1040 24 50 1.841.000 155.067 8,07 [
t 44 T $10.909 t 0,55

® Umuss Andliss de Variincia, para o experimento em que foi rejeitada a hipotese de igualdade (P < 0,001), empregamas a técnica de Andlise de
Conglomeradas (Técnica de SCOTT e KNOTT). Letras iguais no mesmo experim=nto indicam que ndo houve diferenca significativa {P > 0,05)
** Ervo Padrio
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A tacao, mesmp apbs fracionamento é tormado por diversas substancias dando reagdo positive
para glicides, grupo a-aminico livie e substancias fendlicas. Por cromatogratia evidenciaramse pelo
menos 4 tipos de tlavondides, correspondentes a 4 manchas nos cromatogramas (Tabela XI11).

A Tabela mostra ainda testes efetuados com outras fracdes n3o ativas onde se verifica 8
presenca de glicides e substincias fendlicas em quase todas, mas em nenhuma a prese'xa de grupo
o-aminico livre,

Isso nos faz p va possibilidade da substancia ter natureza peptidica. Outros autores'20!
identificaram um composto obido da s0)a como sendo de natureza peptidica e de baino peso Mofeculer
o qual diminui 3 captagio de 13} na tiredide. Esse cOmposto porém era precipitivel em etanol 2 90% o
que N30 parece ser 0 nosso caso (Tabela IX) (a ndo ser que devessemos ter aquecido o Extrato Towsd
ates do aamento com ewnol). Por outro lado, 0 mesmo autor encontrou acdo para som nlo
antoclavada nas 24 horas, 0 que ndo corresponde aos nossos resultados, estando uma possived
comparagio, a merecer meihores estudos.

Devemos comentar tinalmente, com refagdo 3 acao de extratos aquecidos e nJo aquecidos que
reunindo todas as experencias realizadas com Extrato Tota!, em alguns casos evidenciava-se a acdo
mesmo sem 0 aquecimento do Extrato Total (Tabela X1I8).

A expixagdo parece ser devidz 3 um aquecimento maior por ocasido do gpreparo do Extrato
Total pois nesses casos (onde havia acdo sem autoclavagem prévia) 0 extrato iinha sido produzido em
grandes quantidades (para ser adicionado 3 racdo dos animais) o que pode ter ceusado um Maior tempo
de aguecimento.

Qualquer outra explicacio que tentamos como: tempo de armazenamento da soja, idad~ do
extrato, & proveniéncia da soja, n3o mostraram gualquer relacdo com o observado, tornando mais forte a
enplicacio dada wuciaimente. De qualquer forma o que nos parece relevante é que o aquecimanto da
0ja provaca o aparecmento de uma substancia com agdo na tireGide e ndo a destroi facilmente.

Podermos resumis afirmando que existe N3 soja um ‘‘fator” gque por aguecimento passs a ser
aivo, agindo de forma » diminuir a captagdo de 13%) pela tirebide. Esse agente resiste a autoclavagdo
por até 1 hora e rstd presente em diversos produtos comerciais de soja litem 7.4).

Na soja no tratada termicamente esse fator estd inibido, » sua acdo € antagonizada por algum
outTo composto ou ele se encontra na forma de um precursor.

Nesse Gitimo caso o fator 36 se formava com 0 aquecimento da soja, mas de qualquer forme @
ingestdo de soja processada levaria a ingest3o desse agente.

Testes para maior purificaco esto em elaboracdo; j& verificamos por exempilo que um
watamento prévio por carvio & efetivo na eliminacdo de vdrios flavondides (eliminac3o do pico em 260
nm) bem como gilcides. Colunas de poliestireno sutfonada e Dowex 50 W x B (20-50 Mesh UL.5.) eluides
por gradiente de acetato de piridina parecem dar bons resultados na separacdo da Fraclo II.

7.4 — Presenga do Fetor em Diferentes Produtos Comercials de Sojs

Os nossos resuliados mosiram s existéncia de fato, de um fator ativo sobre s tiredide, mesmo
na soja sutoclavada, de elevada resistdncia té mics, passivel mesmo de se formar durante o aquecimento.

Como varios produtos obtidos da soja & de ssus derivados sBo stusiments comercisikzados o
consumidos por diversos grupos etarios, resolvemos testsr s aclo de aiguns deles sobre a tiredide.

Todos os produtos testados: Concentrados Protdicos, Ferinhs Tostads de Soja ¢ Leite de Sojs,



Tabela XN

Testes F(sico-Quimicos Preliminares para ldentificacio de Compostos Resultantes do
Fracionamento do Extrato Total em Coluna de Sephadex G-25

Espectro Tubo de Ensaio Cromatografia
Fragdes
170 a 360 nm Molisch Resorcinol Nihidrina FaCly Na,CO, uv NH, + UV
’ 5% 10% Alongo Acurto Alongo Acurto
Fragio Il 196 - - Fey + + 4" 4 4 4
262

Fracho 111 —_— - + - - + 2 2 2 2
Fragho IV _— - + - - + - - 2 1
Fraghio V — - -+ - + + - - - -
Fragho VI — - + - - - — — — —
Fragio VIl —_ - - - - - - - 1

* NGmero de rmanchas




Tabela XiI

Efeito do Extrato Total na Captscio de '3'| pela Tirebide

N de Peso médio Tempa Dose injetada Dose %de captacio . Tratamento
Grupos ratos dos ratos de aglo captads /100 g de rato Estat(stica *
(@ ths) uCi cpm {cmp)
Controle 94 101,0 24 49 1.757.648 142,407 8,03 [
£ 31°" +12.098 + 0,68
Extrato Total 113 107.0 24 49 1.757.648 153.728 8,24 3
t 37 + 9,310 + 0,60
Controle 109 117,0 24 55 2.059.550 251,994 10,57 8
t 46 +15.840 t 0,67
Extrato Total 109 120,0 24 55 2.059.550 243 448 8,97 8
t 35 $12.620 + 0,76
Controle 8o 1310 24 7.8 3.220.614 409.916 9,66 2
1.8 $26.864 t 0,58
Extrato Towl 9d 1330 24 78 3220614 307.000 6,87 b
+ 21 £11.118 + 0,30 (P <0,05)
® M descrito nas tabelas anteriormente apresertadas.

*® Erro Padrio

Continus. ..
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Continuaglio Tabela XIiH

N® de Peso médio Tempo Dossa injetada Dose %de captacdo Tratamento
Grupos ratos dos ratos de acdio captada /100 g de rato Estat(stica *
(g9) {hg) KCi cpm {cmp)
Controle 104 166,0 24 8.2 3.420.800 192.750 3,40 a
t 30 $12.701 t 0,26
Extrato Total 104 165,0 24 8,2 3.420.800 160.549 2,84 3
27 $13.668 t 0,22
Controle 108 1200 24 5,0 2.245.395 172.207 6,38 2
t 34 10,270 * 0,36
Extrato Total 104 1170 24 50 2.245.396 126.677 4,89 b
t 3,6 t 8.522 t 0,44 (P <0,05)
Controle 8¢ 158,0 24 6,0 2.351.625 269.302 7,23 s
t 9,0 $26.704 + 0,83
Exu o Total 8d 155,0 24 6,0 2.361.626 195.762 547 b
74 11.109 + 0,4y (P <0.05)
Controle 74 163,0 24 7,0 3.340.050 632.107 , 11,93 ]
t 81 158.504 x 1,26
Extrato Total 8¢ 161,0 24 70 3.340.050 530.335 9,97 a
*+ 88 +56.650 t 1,45

* Jé descrito nas Tabelas anteriorments spresentadas.

™° Erro Padrio
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mostraram-se ativos na depressdo da captacdo de 13, pela tiredide de ratos {(Tabela XIV). Esses
resultados confirmam a adequagdo da técnica que empregamos para avaliar a presenga dessas substincias
e as indicariam em um controle de qualidade ou fiscalizagdo futura.

Por outro lado ficou patente que, mesmo o processamento industrial, n3o é capaz de destruir a
substancia ativa sendo que, com base nos resultados ji descritos, a mesma pode ser inclusive “liberada”
ou “formada” pelas operacGes de tostagem, pasteurizagio, etc.

Acreditamos, também, que o processamento posterior a nivel dgméstico ndo consequird destruir
totalmente essa substincia, pois como vimos & capaz de resistir a autoclavagem a 1 atm. 121°C por 1
hora; tratamento a que a maioria dos produtos de soja dificilmente seriam submetidos.

Resta saber qual a consequéncia da ingestdo crdnica desses alimentos ou seja qual o significado
nutricional.

7.5 ~ Ensaios Semicrdnicas

Através dos ensaios agudos constatamos, na soja autoclavada, a presenga de um fator capaz de
inibir a captagio de 131 pela tireoide, desde 6 horas apés a administracdo, mantendo-se a acdo pelo
menos 24 horas depois.

Com o intuito de obter dados sobre a ac30, a longo prazo, estabelecer 0 mecanismo de ag¢Zo do
fator e inferir sobre o significado nutricional da sua ingest3o realizamos dois ensaios semicrénicos, tanto
com fragoes de soja crua como autoclavada.

O tratamento pelo calor foi necessdrio, ndo sb para liberar a acdo do fator, como para eliminar
a interferéncia de outras substancias antinutricionais.

Sabe-se pela literatura que 3 soja crua e seus produtos de fracionamento contém uma série de
fatores antinutricionais como hemaglutininas‘se), inibidores de crescimentd>2-40.56)

amitripsinas(zs'“'39'40'56’ bem como outros ndo ainda bem identificados“o'ss’

O primeiro ensaio semicrdnico teve duracdo de 16 dias, partindo-se de ratos com peso inicial ao
redor de 86 g; no segundo conseguimos preparar material para 29 chas de experimento e iniciamos com
ratos mais jovens que tinham peso inicial de 52 g.

O primeiro ensaio foi realizado com 6 grupos experimentais, sendo que em trés deles testamos
produtos nfo autoclavados de soja [Tabela!) que foram: Farinha de Sodja Desengordurada (FSD),
Resfduo {R) ou Resfduo Autoclavado + Extrato Bruto {RA +EB). Os outros grupos foram o3
correspondentes autoclavados ou seja: Farinha de Soja Desengordurada Autoclavada (FSDA), Resfduo
Autoclavado (RA) ou Residuo Autoclavado + Extrato Bruto Autoclavado (RA + EBA).

. Verifica-se facilmente pela Tabela XV, que nos grupos que recebiam racdes contendo as fracSes
nfo autoclavadas de soja, obteve-se crescimento menor e menor coeficiente de eficicia alimentar
indicando a presencga, em todos eles, de fatores inibidores de crescimento,

O coeficiente de eficicia alimentar, para as fragdes autoclavadas, foi 0 mesrmo para todas, o que
ndo aconteceu no caso das ndo autoclavadas.

Vd&se, ainda, pela Tabela que o grupo com FSD teve coeficiente de eficdcia alimentar negativo
30 passo que o3 grupos R e RA + EB foram positivos, apesar de serem inferiores sos dos grupos
correspondentes que receberam tratamento térmico; esses resultados mostram a existincia, mesmo nessss
fracbes, de fatores antinutricionais que como fica demonstrado forsm destruldos pelo tratamento
-1érmico,



Tabela XIV

Efeito dos Extratos de Diferentes Produtos Comerciais de Soja

N® de Peso médio Tempo Dosa injetada - Dose %de captaco ‘ Andlise
Grupos ratos dos ratos de aclo . captada /100 g de rato Estatistica *
(g} (hs) HCi cpm {cmp)

Controle - ¥4 1450 -24 6,0 1.415950 223.409 10,80 ]

" +36° £25.880 £ 1,34
Concentrado Protéico 72 1440 24 6,0 1.415.950 149.125 7,36 b
de Soja + 38 £15.820 t 092
Ferinha de av 1440 24 6,0 1.415.980 131.499 6,43 b
Soja Tostada : 27 £13.u95 + 0,58
Laite de Soja 72 145,0 24 6,0 1.415.950 155.281 7.47 b

+ 38 $13.133 + 056 ’

® Usouse Andliss de Variincia ¢ como a hipStese de igualdade foi vejeitada' (P < 0,001) empregamos a técnica de comparscio ocom comrole
{thcnica de DUNNET). Todos os grupos sio significativamente diferentes ao controle (P < 0,05).
**Emo Padrio

1>



Tabela XV

Efeitos dos Produtos de Fracionamento da Soja, Sobre o Crescimento e Sobre s Tiredide de Ratos. 19 ensaio Semicronico

’ Peso de
Grupos N de Peso Peso Peso Racdo CEA:. Dose injetada Dose Peso tiredide % de captagio Trilute
ratos  inicial  final ganho  ingerida captads tireSide /100gderato /10 mg b
9* 9° o° t9° uCi cpm {cpom} (mg)*°** b tireGide”"*

FSO 60 9200 9080 (-} 158,80 =) 7,20 1.389.780 51,320 10,88 12.04 3,43 39,90
1,00 * 442 t+ 5,35 * 5478 10,54 0,47 10,38 $6,30

c c . ¢ b b c [
R 54 9200 160,60 68,40 279,20 0,2500 12,00 2.316.300 61.474 14,27 8,91 1,87 55,10
£1,40 £ 520 * 500 11,96 00280 + 5006 10,56 10,36 0,17 3,65

a [ b b c [ a c
RA +EB 64 8400 14080 57,20 25540 0,2200 1300 6.310.200 109.467 17,12 12,27 1,02 17,70
417 ¢£'567 ¢ 300 $1037 10,0120 * 3,733 20,79 0,35 0,05 3,96

(] [} a b [] b b c
FSDA 690 85,00 15600 70,50 248,80 0,2800 12,80 6.054.200 220.680 17,17 10,99 2,16 85,10
$383 1 6§00 t 317 1213 10,0067 $26.032 20,99 +0,41 $0,30 $3,84

a a . s ] [ 8 a
RA 6d 8300 162,70 80,00 249,20 0,3200 12,80 6.054.200 209.120 17,61 10,77 1,94 71,40
567 692 t 2,58 10,87 $0,0120 $23.748 1,57 10,69 10,08 12,92

. b b ‘. a s a ’ b
RA + EBA 64 8200 171,80 89,70 282,60 0,3200 13,00 6.310.200 140.511 18,84 11,02 1,18 82,70
2350 433 200 16538 00083 $14,542 1,17 © 10,74 0,06 14,52

b b . b [} ] 8 b " a

* Usousa Andlise de Covarilncia; nos casos em que se rejeitou a hipotese de igualdade empregamos a técnica de SCOTT e KNOTT. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P < 0,05)
** CEA = Cosficients de Eficdcia Alimentar
**® Usouse Anflise de Varidncia nos casos em que se rejeitou 8 hipdtese de igualdade empregamas a técnica de SCOTT e KNOTT. Letras diferentes indicam’ 2
diferenca significativa (P < 0,05)



Sobre a possivel influéncia da substancia em estudo no crescimento, pode-se dizer que como o3
grupos FSDA ¢ RA + EBA contém o fator ativo sobre a tireGide e como o crescimento foi 0 mesmo em
ambos, pelo menos em 16 dias, esse fator nao consegue influir no crescimento.

Ja na segunda experiéncia os resultados parecem indicar uma diminuicdo de crescimento nos
grunos FSDA e RA + EBA em relacdo a RA {Tabela XVI).

Nesse caso a explicacdo pode estar no maior tempo de acdo do fator (29 dias) e na maior
sensibilidade do ensaio, }a que usamos ratos mais jovens. ‘

Parece, portanto, possfvel que o fator consiga em condi¢des especiais, reduzir 0 crescimento e
mais estudos deverdo ser feitos para confirmar os resuitados, com racoes modelo de caseina, adicionadas
do fator purificadu e livre mesmo de tracos de outros possiveis antinutrientes.

Essa diferenca de efeitos, em funcdo do prazo de acdo foi obsefvada, também, para os
resultados referentes @ % de captacdo/10mg de tiredide. Apds 16 dias, o fator autoclavado ou EBA
presente na racdo & capaz de diminuir a captacio — (Tabela XV); j4 apds 29 dias o efeito & inverso
havendo um aumento da mesma. Parece haver uma adaptacdo sobre a qual voitaremos a falar adiante
(Tabela XV1).

Os resultados referentes a captacdo de 310 mg de tiredide permitem explicar, também, as
divergéncias da literatura quanto 3 acdo da soja sobre a tiredide; & evidente que fatores antinutricionais
interferiram com os resultados de autores qQue testaram a soja cvua“"2'19‘20'27'“'50'53), tornando,
assim, dificil uma avaliagdo sequra sobre quais as substincias responsdveis pelos efeitos observados.

O grupo com FSD, por exémplo, que cresceu menos, teve captagdo aumentada, comparada com
o correspondente autoclavado que, pelos ensaios agudos sabemos que ocontém o fator capaz ndo de
aumentar mas de deprimir essa a¢3o.

Comparando-se o grupo RA + EB com R, observa-se que na presenca de EB e portanto do
fator, houve uma menor captag3o; como o crescimento dos animais desses grupos foi semethante pode-se
atribuir essa diferenca 3 agio do fator em estudo que inclusive teria provocado um aumento no peso da
tire¢ide/100g de rato de B,91 para 12,27 9.

O resuftado, porém, ndo era esperado, jd que seria necessirio a autoclavagem prévia do EB para
a ativagdo do fator.

€ possivel queo fator presente no Extrato Bruto, pela agdo cronica sofresse uma ativagio
semelhante 3 causada pelo aguecimento ou, mesmo, que haja interferénciade outras
substénciasua'sg"o' téxicas presentes nessa fracdo.

€ relevante ainda, comentar o fato do Coeficiente de Eficicia Alimentar para os grupos RA +
_ EB e R ser muito superior ao do FSD.

Como o grupo R teve um Coeficiente de Eficicia Alimentar de 0,25 e o FSD negativo, era de
se esperar que 0 grupo que contém RA (cujo CEA iswlado era de 0,32) adicionado de Extrato Bruto
tivesse também CEA negativo, causado pelos fatores antinutricionais presentes no EB.

Ta! ndo aconteceu e a explicagdo pode estar relacionada a problemas de digestibilidade; o grupo
R tem menos fatores tdxicos mas baixa digestibilidade, j§ o grupo RA + EB tem mais fatores tdxicos
mas maior digestibilidade, efeitos que se compensariam. O apoio para s explicagfo se encontra nos
#studos de LIENER'?%! sohre digestibilidade de sojs crus e squecida e nos estudos de SCHINGOETHE o
col.u-m, sobre inibidores tripticos e de crescimento encontrados na soja crua.

A situacio das hormdnios séricos tireoidianos, na 1° ensaio semicrBnico foi obtida pelo sisteme
Trilute.



Tabela XVI

Efeitos dos Produtos de Fracionamento da Soja, Sobre o Crescimento e Sobre a Tirebide de Ratos 29 ensaio Semicrdnico

Peso de
Grupos N? de Peso Peso Peso Racdo CEA”® Dose injetada Dose Peso tiredide % de captagio
ratos  inicisl  final ganha  ingerida captada  tirebide /100 g de rato /10mg
- LX)
W (@ (@ wCi P24 (cpo4g)  (mglttt tiredide”**

FSDA 8d 59,00 167,10 107,70 296,50 0,3600 16,72 7.840.334 427,068 13,46 8,08 411
1,12 t 4,79 + 579 1 9,97 100120 $43.078 +0,93 10,53 10,37

s N s s a [ a
RA 8d 59,00 183,90 124,60 318,00 0,3900 17,85 8.,599.076 452402 14,55 7,44 3,72

$1,12 + 742 t 630 $1266 00100 34009 31,29 40,39 044 !

b b '} b 8 a a
RA + EBA 8¢ §9.00 163,80 104,70 287,00 0,3600 15,94 7.682.263 441.624 10,46 6,41 5,53
100 = 5,59 +* 605 12,62 10,0100 +21.996 10,48 +0,29 0,21

a a a a b b b

* Usouse Anilise de Covaridncia; nos casos em que se rejeitou a hipdtese de igualdade empregamos a téenica de SCOTT e KNOTT. Letras diferentes indicam

diferenca significativa (P < 0,05)

cp.24s = contagens por 24 segundos

*** Usouse Anilise de Variincia nos casos em que se rejeitou a hipotese de igualdade empregamos a técnica de SCOTT e KNOTT. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P < 0,05)

34
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Peta Tabeia XV observamos que o fndice Trilute no grupo ae animais que receberam fra¢des de
soja ndo autoclavadas foi aproximadamente 41% inferior ao dos animais que receberam soja autoclavada,
indicando gue existe uma diminuigdo na quantidade de hormdnios circulantes nesse. grupo.

Verifica-se claramente pela Tabela XV, que o agente causador dessa diminuicdo ndo foi o fator
em estudo, pelo menos nos grupos FSD e RA + EB, pois 0 grupo que recebeu RA e portanto isento do
fator ativo, manifestou um Indice inferior as das outras duas ra¢des autoclavadas (FSDA e RA +EBA)
que o contém. Conclufmos que os fatores antinutricionais presentes na soja crua e em seus produtos de
fracionamento causaram essa diminuigdo dos indices Trilute. .

Resultades semelhantes foram, também, observados por KONIIN e col.19) que, porém,
responsabilizaram o fator bociogénico como o agente causador da diminuigio desse fndice, a nosso ver
erroneamente pelo que j4 expusemos.

No nosso caso o fator aumenta e ndo diminui os hormdnios circulantes'como se depreende pela
Tabela XV ao comparar os grupos que receberam fragGes autoclavadas FSDA e RA + EBA com o
controle RA,

No sequndo ensaio (Tabela |) o experimento foi realizado em trés grupos de animais com os
quais testamos apenas ragOes preparadas com as fragOes autoclavadas (FSDA, HA + EBA, RA) para
eliminar a agdo dos fatores toxicos que ndo aquele em estudo que, como vimos, dificultavam a
interpretacdo dos resultados.

Pela Tabela XV} observamos que a medida da porcentagem de captacdo/10 mg de tiredide no
grupo que recebeu em sua ragio RA + EBA comportou-se de modo oposto ao esperado, observando-se
um aumento nesse (ndice: Tanto no ensaio cronico anterior, com soja autoclavada, COMO nos ensaios
agudos com ET autoclavado, a porcentagem de captacdo diminuiu em relagdo ao grupo controle.

O extrato bruto autoclavado {EBA) utilizado nesse experimento foi testado em animais (ensaio
agudo), antes de ser incorporado a racdo, e manifestou uma diminuicgdo de 58% na porcentagem de
capta¢do/100g de rato em relacdo ao grupo controle (apbs 24 horas).

A diminuigdo inicialmente provocada pelo fator na porcentagem de captagio e posteriormente
sey aumento, quando ensaiado a longo prazo (29 dias), nos fazem pensar em um mecanismo de
compensagdo glandular provocado pela baixa quantidade de iodo que inicialmente entra na ullm:luln(51
devido ao blogqueio da entrada do mesmo.

Para uma melhor interpretacio desses fatos a nfvel glandular, realizamos as cromatografiss do
hidrolisado de tiredide e dosamos os hormdnios séricos através de radioimunoensaio.

Os resultados obtidos pelos ensaios acima estdo expostos na Tabels XVl e podem ser resumidos
da seguinte forma, comparando-se os grupos RA (controle) com RA + EBA e com FSDA:

1} Para os hormdnios tireoidianos (radioativos constatam-se as tendbncias:

8) Aumento de TJ comode T
b) Aumento de MIT

¢) Diminuigdo de DIT

d) Diminuicdo de |~

e) Aumento da relagio MIT/DIT

1) Diminuicio da relaco T,/T,

@) O aumento de T4 ¢ maior do que 0 de Ta

'

2

Para o1 hotmbnios séricos observou-se 8 nfo mudanca dos niveis de T, ¢ T,, spesr de
tenwidncia & reduclo de T4 que ndo foi, porém, significativa.



Tabela XVI)

Efeitos dos Produtos de Fracionsmento da Sojs, na Sftess dos R
Hormdnios Tirsoideanos: 2° enssio Semicrdnico

Dosamentos FSDA RA - RA +EBA
T, sérico (ug/mi) 5,53 590" 5,90
10,26 0,20 t 0,40
a2’ ] (]
T sérico (ng/100 mi) 0,98 0,94 0,74
+ 0,15 + 0,10 t 0,08
] 2 8

DistribuicSo porcentusi dos

hormanios marcados ('311) e
seus precursores ng tiredide
Nal 12,94 18,92 12,76
Nal t 1,40 t 1,18 t 1,43
[ b [
Monoiodotirosina (MIT) 18,63 16,15 18,61
+ 0,43 t 0,85 + 0,84
[} b »
Diiodotirosina {DIT) .45,14 48,48 46,60
t 1,11 1 0,54 £ 1,00
] bc ac
Tiroxina (T4) 11,94 4,81 12,00
t 2,12 1N 1t 1,68
N b s
Triiodotironina (T,) 2,29 1,16 2,01
: 0,32 0,14 0,19
[} b [}
MIT/OIT 0,41 0,33 0,40
t 0,01 t 0,01 + 0,03
] be ac
Ty/T, 0,19 0,23 017
t 0,01 % 0,03 2001
[ b °©

Usouse Andlise de Variincis: Nos casos em que se rejeitou 8 hipStese ds iguaidsde empragemos 8
técnica da FISHER. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05).
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Sabemos gue a administragdo do fator em ensaios agudos de 24 horas, provoca um abaixamento
na captagdo de T I, no entanto, em ensaios semicronicos (29 dias), é capaz de promover efeito inverso
ou seja aumento na captagdo {Tabela XVI).

Comparando os nossos resultados, referentes & captagio e a mudanca dos hormonios
tireoidianos verificamos que a agdo do fator ndo corresponde a de nenhuma das outras substincias
descritas na literatura e que agem na tiredide.
Assim, os percloratos e tiocianatas'®® provocam diminuigdo na capta¢do e também redugdo na
velocidade de sintese de todos os hurmonios glandulares sem alterarem as relagdes MIT/DIT e T3/T4.

Parece, também, que ndo age nas peroxidases tireoidianas inibindo a organificagio do iodo,
comc é o caso das tionamidas em geral(sm, aromiticos'®8 e alguns flavonbides''8:29), Og flavondides,
porém, poderiam ser responsabilizados em parte pela acdo na glandula, através de outro mecanismo
diferente do citado, pois além de estarem presentes, como j& foi observado, na fragdo 1l (Sephadex
G-25), sabe-se que podem diminuir a captagio de 131)(42)

0 nosso fator age, também, diferentemente dajuele isolado por KONWIN e cot. 1200 que
observaram uma diminuigdo na captagdo e também uma diminuicdo na organificagio de 1:“l; devemos
levar em consideracdo, porém, que esses autores testaram a acdo do fator apenas "in vitro”, além disso
ndo era autoclavado, mas mesmo assim, agia apds 24 horas.

Para 0 nosso caso, observamos inicialmente que o fator provoca uma menor incorporagao de
131 apbs 29 dias dé-se justamente o inverso {aumento na porcentagem de captagdo). Isso nos leva a
crer Que, pela diminuicdo inicial da incorporagdo de iodo, a glandula, através de um mecanismo de
compensacio provocado pela deficiencia de iodo organificado, aumenta sua - capacidade em
incorporé-lo 510 A deplecdo inicial de iodo provocaria uma diminui¢do na sintese dos hormonios, e a
partir do momento em que a disponibilidade de iodo aumentasse dar-se-ia um aumento na velocidade de
sintese dos mesmns; esse fato é observado indiretamente pela diminuigdo N3 porcentagem de 131 ngo
organificado e no aumento das porcentagens de MIT, T3 e T, radioativos.

A diminuicdo na porcentagem de DIT radioativo encontra explicagio no seguinte fato: como
esse precursor contém mais 4tomos de iodo em sua estrutura @ como ele participa em maior quantidade
na sintese dos hormonios tireoidianos, seria entio o primeiro a ter sua concentragio diminufda como
conseqiiéncia da diminuicdo da incorporagdo de iodo, e, posteriormente como conseqiiéncia do aumento
da velocidade na sintese de Ts e T‘.

Existe, também, a possibilidade desse fator agir na sintese de plT a nfvef das peroxidases
espec(ticas, provocando uma diminuicio do mesmo, mas pelos nPOssos resultados ndo observamos, como
decorréncia, um abaixamento na concentraco de TJ e T‘ na glindula bem como no soro.

A fim de obtermos conclusdes mais concretas refacionadas com o mecanismo de acfo do fator,
serd necessdrio analisar sua infludncia a nivel glandular e sérico através de experidncias efetusdas a longo
prazo, com dados coletados em diferentes intervalos de tempo.

8 - CONCLUSOES

1) Existe na soja autoclavada um fator capaz de diminuir, entre B ¢ 24 horas apds wus
administracio, a captacio de iodo pels tiredide de ratos; esse fator nlio fol porém
encontrado em soja crua.

2) Esie fator existe também em produtos comercisis como: Concentrado Protéico de Sojs,
Farinha de Soja Tostada e Lsite de Soja & & resistente 30 tratemento térmico &
121°C por 60 minutos.



3) Em ensaios semicrdnicos com animais, ele pode provocar tanto aumento como
diminuigdo da captagio dependendo do tempo de agdo. Nessas condigies é capez de
aumentar a velocidade de sintese da Monoiodotirosina, Triiodotironina e Tiroxina, de
diminuir a da Diiodotironina e de causar queda no radioiodo ndo organificado ns
tiredide. Dependendo do tempo de a¢30 & capaz inclusive de provocar um aumento
dos hormonios séricos.

ABSTRACT

Soybean derivatives were tested in rat through scute experiments of 3 to 24 hours and two semichronic
experiments of 16 and 29 days.

The acute essay were realized with Total Extract (TEs) obtained from Dem.d,,Sovbnn Flour 64 by
precipitstion in an aqueous medium (pH-4.2} and posteriorly in acetone {2 vot). it whs observed that the Totsl
Autoclaved Extract (¥4&&) administered by gastric tube after 6 and 24 hours. decreassd The percantage of iodine
('31|) uptake by 100gr. of rat. The Total Extract, withaut previous autoclaving showed effect on the gland
after 6 hours and lost its activity 24 hours after its administration.

TEs obtained from Comercial Soybean Products as: Proteic Concentrate, Tostad Flour end Milk also
provoked 8 decreass in percentage of iodine (131” uptake after 24 hours by 100 gr. of rat.

The semichronic experiments were realized with soybean fraction products, which were incorporated to
experimental diet. The first semichronic essay of 16 days, showed 8 reduction in percentage of iodide {
uptake by 10 mg of thyroid and en incresse of the lmodothvmmno-bmdmg capacnv of rat’ serum. In the
second semichsomie of 29 days, we—had- an increas in the porcnmm of iodine ( l) uptake by 10 mg of
thyroid caused by the factor in study and no Ttombon of seric hormones. We—eis0 uuvdTM thyroid
hormones and their precursors. m%—u-v ,nd ehqwad sn incrmse of monoiodotyrosine {(MIT),
:modmhymm'r‘w (TJI and thyroxine (T,)‘iu a8 doem'n of dilodotyrosine (DIT) and inorganic iodine. Wa—eis’
observed-and fificrense in the MIT/DIT rativ and decrease in TofTgratiosys i ' Lo

In preliminary physicochemical tests, the fraction sephadex G-25 showed a positive reaction for ninhidrin,
Molish and flavnoids.
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