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Resumo

OBJETIVO: Avaliar os efeitos da ipriflavona durante a fetogénese, & que néo foram encontrados estudos visando avaliar seu
efeito durante este periodo. METODOS: Foram ufilizadas 60 ratas prenhes, distribuidas aleatoriamente em quatro grupos (n=15).
Grontrole (1 mL de égua desfilada) e trés grupos tratados com ipriflavona, via infragéstrica, do 16° ao 20° dia péscoito (PC):
G-300 (300 mg/kg), G-1500 (1.500 mg/kg) e G-3000 (3.000 mg/kg). Os animais foram pesados e sacrificados no 21°
dia por exsanguinagdo fofal sob anestesia (xilazina (10 mg/kg) e quetamina (90 mg,/kg) via intraperitoneal. Foi realizado
hemograma completo e dosagens séricas de colesterol, triglicérides, AST, ALT, ureia, creatinina e glicose das ratas prenhes. Apds
laparotomia foram removidos e pesados figado, rim, suprarrenais, bago e ovérios; os fetos e placentas foram pesados obtendo-
se o peso médio das ninhadas. Quatro fetos (dois machos e duas fémeas| por mée foram aleatoriamente designados para
obter-se o comprimento e peso de cérebro, figado, rins e pulmdes. Para a andlise estatistica ufilizouse o teste ANOVA seguido
do teste de Dunnet; para dados ndo homoceddsticos e sem disfribuicéo normal, foi usado o teste de KruskalWallis,
seguido de MannWhiiney; as proporgaes foram analisadas pelo teste do %2 (p<0,05) RESULTADOS: Niveis de friglicérides
(mg/dL): GControle (138,8+21,8); G300 (211,2+63,9); G-1500 (251,5+65,2); G-3000 (217,7£49,6); p<0.05. Peso
corporal dos fetos (g): GControle (machos 3,30,3; fémeas 3,10, 3); G-300 [machos 3,4+0,2; fémeas 3,10,4); G-1500
(machos 3,520,3; fameas 3,2+0,3); G-3000 [machos 3,420,5; fameas 3,10,4). CONCLUSAQ: A ipriflavona ndo causou
foxicidade materna, mas elevou niveis de triglicérides e reduziu o hematécrito em doses elevadas, o tamanho, peso corporal
e de 6rgéos fefais ndo foram dlterados. Néo foram observadas malformagdes externas nem mortes fefais.

Absiract

PURPOSE: Evaluate the effects of ipriflavone during fetogenesis, since no studies have been conducted to assess its effect during
this period. METHODS: 60 pregnant rats were divided randomly into four groups (n=15). Gcontrol (1 ml of disfilled water)
and three groups freated infragastrically with ipriflavone from the 16" to the 20" post coitus (PC| day: G-300 {300 mg/kg),
G-1,500 (1,500 mg/kg) and G-3,000 (3,000 mg/kg). The animals were weighed, anaesthetized infraperitoneally with
xylazine and ketamine af doses of 180 mg/kg and 10 mg/kg, respectively, and sacrificed by tofal exsanguination on the
21st day. A complete blood count was performed and serum cholesterol, triglycerides, AST, ALT, urea, creatinine, and glucose
were defermined in pregnant rats. After laparotomy, the liver, kidneys, adrenals, spleen and ovaries were removed and weighed;
fetuses and placentas were also weighed fo obiain the average weight of the litters. Four fefuses (wo males and two females)
were chosen at random for the defermination of the length and weight of brain, liver, kidneys and lungs. Statistical analysis:
ANOVA followed by Dunnett’s test. For raw data without normal distribution and homoscedasticity, we used the Kruskal\VVallis
test followed by the Mann\Whitney test. Proportions were analyzed by the 2 test (p<0.05). RESULTS: Triglyceride levels (mg,/dlL)
were: ConrolG (138.8+21.8), G300 (211.2:63.9) G1,500 (251.5265.2] G-3,000 (217.7£49.6): p<0.05. The body
weight of fetuses [g) was: GConfrol (male 3.3=0.3; female 3.1+0.3), G-300 (male 3.4+0.2; female 3.1+0.4), G-1,500 (male
3.520.3; female 3.2+0.3), G-3,000 (male 3.4+0.5; female 3.1+0.4). CONCLUSION: Ipriflavone did not cause maternal
foxicity, but increased friglyceride levels and reduced hematocrit at higher doses. The body and organ weights of the fetuses
did nof change with dam treaiment. There were no external malformations or fefal deaths.
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Introducao

A ipriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-
4-ona) é uma isoflavona sintética, derivada da daidze-
ina, encontrada em graos de soja e derivados, sendo
comercializada com a finalidade de prevenir e/ou tratar
a osteoporose' .

Foi verificado 7z vitro que a ipriflavona induz a apop-
tose em células epiteliais gdstricas’ e inibe a proliferacdo
e sintese de DNA de células tumorais 6sseas’. Em estudo
prévio realizado em nosso laboratério, foi observado que a
ipriflavona exerceu efeito anti-implantac¢do em blastocistos
de ratas Wistar’.

Com relagio ao efeito da ipriflavona no desenvol-
vimento embriondrio, foi verificada sua atuag¢do na via
de sinalizagdo Hedgehog, sabendo-se que a perturbagio
nesta via pode causar graves defeitos congénitos nos
conceptos®.

Estudos com a daidzeina, precursora da ipriflavona,
mostram efeito anti-implantagdo em ratas’ e redugdo da
produgio de progesterona em células trofobldsticas huma-
nas'®. Sabe-se também que a genisteina, estruturalmente
semelhante & ipriflavona, lesa blastocistos de camundongos,
cultivados 7z vitro, induz apoptose, diminui o nimero
de células, retarda o desenvolvimento pés-implanta¢do
e aumenta incidéncia de morte precoce de blastocistos e
in vivo induz apoptose e inibe a proliferagdo celular do
blastocisto'".

A fetogénese é um periodo do desenvolvimento em-
briondrio caracterizado por intensa mitose e proliferagio
celular, onde a apoptose é extremamente importante para
a remodelacdo de 6rgdos e tecidos'*'4, assim, a ipriflavona
poderia interferir no desenvolvimento fetal, tanto pela
inibi¢do da proliferacdo celular quanto pelo estimulo a
apoptose.

Dada a grande utiliza¢do da ipriflavona na preven-
¢do de osteoporose® e os efeitos acima mencionados,
tanto da ipriflavona quanto de seu precursor daidzeina,
tornou-se importante avaliar o desenvolvimento fetal
em ratas expostas a ipriflavona, que foi o objetivo do
presente estudo.

Métodos

Foram usadas 60 ratas Wistar (Rattus norvergicus
Berkenhout, 1769) com 180+15 g de peso, nulipa-
ras e nuligestas, com trés meses de idade, obtidas
na colénia do Centro de Biologia da Reprodugdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), onde sdo
criadas em racks com ventilacio e umidade controladas,

em gaiolas providas de tampas com filtro Millipore,
localizados em salas com temperatura, umidade e
luminosidade controladas (fotoperfodo de 12 h de
ciclo claro/escuro).

Durante o experimento os animais foram alojados
individualmente em microisoladores Alesco®, com tem-
peratura de 22° C, umidade relativa de 50-60% e 12 h
de ciclo claro/escuro. Os animais receberam 25 g de racdo
comercial Nuvilab® por dia e dgua ad libitum.

Desenho experimental

Os animais foram acasalados no sistema poligdmico,
com machos de fertilidade previamente comprovada, ao
final da tarde (17h00), na propor¢do de trés fémeas para
um macho. Na manha seguinte, identificaram-se os
animais inseminados pela presenca de espermatozoides
no esfregaco vaginal, sendo este dia designado o dia zero
de gestagéo.

As ratas prenhes foram distribuidas aleatoria-
mente em quatro grupos, cada grupo contendo 15
animais: G-Controle, G-300, G-1.500 e G-3.000.
Os grupos G-300, G-1.500 e G-3.000 receberam,
respectivamente, via intragdstrica, duas vezes ao dia
(7 e 19h), 1 mL de suspensdo aquosa de ipriflavona,
nas doses de 300, 1.500 e 3.000 mg/kg/dose (dose
terapéutica, 5 e 10 vezes a dose indicada para uso
humano), mesmas doses usadas em trabalho anterior
em nosso laboratério’. Diariamente, os animais eram
pesados e a ipriflavona diluida em 4dgua destilada de
acordo com as propor¢des mencionadas. As ratas do
grupo G-Controle receberam, pela mesma via, 1 mL
de 4gua destilada. O tratamento foi realizado do 16°
ao 20° dia de prenhez, periodo correspondente a fe-
togénese em ratos'’, via intragdstrica, por gavagem,
as 6h00 e 18h00.

Variaveis maternas

As ratas prenhes foram observadas diariamente para
a avaliacdo de sinais clinicos de toxicidade materna (pi-
loere¢do, hipo ou hipermotilidade no interior da gaiola,
estereotipias, cromodacriorreia, diarreia, perdas sanguineas
vaginais e mortes)".

A estimativa do consumo materno de ragdao também
foi registrada durante toda a gestacdo. Para isso, foram
oferecidos a cada animal, diariamente, sempre no mesmo
horério, 25 g de ra¢do. No dia seguinte, estimou-se o
consumo através da diferenga de peso entre a sobra da
ragdo encontrada em cada gaiola e o que foi colocado
na véspera.
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O peso corporal de cada animal foi medido a
cada trés dias, a partir do primeiro e até o 16° dia
de prenhez. A partir daf, as ratas foram pesadas dia-
riamente até o dia do sacrificio, quando foi obtido
0 peso antes e apds a remog¢ao do trato reprodutor e
seu conteddo.

O sacrificio foi realizado por exsanguinacio total
sob anestesia (90 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg de
xilazina, via intraperitoneal) no 21° dia de prenhez.
No sangue obtido, foram determinados: hematime-
tria, hemoglobina, hematdcrito, leucécitos e indices
hematimétricos volume globular médio (VGM), he-
moglobina globular média (HCM) e concentragido de
hemoglobina globular média (CHGM), utilizando-se
analisador automadtico de células hematolégicas. A
contagem diferencial de leucécitos foi realizada em
extensdes sanguineas coradas com May-Grunwald-
Giemsa, sendo que em cada extensdo foram anali-
sadas e contadas 100 células. Dosou-se também a
concentragdo plasmdtica de colesterol, triglicérides,
aspartato transaminase, alanina transaminase, ureia
e creatinina.

Os 6rgdos maternos foram examinados para iden-
tificagdo de alteragbes morfolégicas e o bago, os rins e o
figado foram retirados e pesados.

Removido o sistema reprodutor, os ovdrios foram
dissecados, pesados e seus corpos lateos contados com
auxilio de microscépio estereoscopico.

Os cornos uterinos foram seccionados longitu-
dinalmente, sendo mantida sua posi¢do anatémica,
e os implantes foram numerados da extremidade
ovarica esquerda até a direita. Foram entdo contados
fetos vivos (0s que se moviam espontaneamente ou
sob o toque de uma pinga), mortos, reabsor¢des pre-
coces e tardias (reabsor¢des precoces caracterizam-se
por ndo serem identificados restos embriondrios ou
placentdrios e reabsorcdes tardias por conterem esses
elementos). Os fetos mortos e vivos foram pesados
separadamente e sexados pela observagdo da distdncia
anogenital. As placentas foram separadas do amnio
e do corddo umbilical e foram pesadas. Fetos e pla-
centas foram pesados agrupados por ninhada e sexo.
Posteriormente, foram sacrificados aleatoriamente
quatro fetos por ninhada (dois machos e duas fémeas)
por crioanestesia, medidos individualmente com um
paquimetro, do dpice do nariz a base da cauda, e exa-
minados para a verificagdo de malformacdes externas
(fenda palatina, ldbio leporino, polidactilia, extrofia
cardfaca, celossomia, anoftalmia e outros) com o
auxilio de um microscépio estereoscépio Zeiss®. Em
seguida, foram necropsiados e as visceras abdominais e

tordcicas examinadas; cérebro, rins, figado e pulmdaes
foram removidos, pesados e fixados.

A ipriflavona utilizada no experimento foi produzida
na China, exportada pela empresa Nanjing Wellchem
Enterprise CO. Ltda., importada pela empresa Deg, lote
nimero 061005 (DCB: 03913.01-5; CAS: 35212-22-7;
c6digo: 1,1131-0; fragdo n® 534068 28/12/06).

Andlise estatistica

Todos os resultados foram analisados com o auxi-
lio do software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 13.0. Os dados obtidos foram analisados atra-
vés do teste ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
Para dados ndo homoceddsticos e sem distribui¢do
normal, foi usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido
de Mann-Whitney. Propor¢des foram analisadas pelo
teste do x*. O nivel de significincia dos testes foi de
a=0,05.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentac¢do Animal da Universidade Federal de Juiz
de Fora sob o Protocolo n° 024/2008.

Resultados

Nenhuma rata apresentou sinais clinicos de toxi-
cidade materna e ndo foi verificada nenhuma morte.
A média do consumo de rac¢@o e do ganho de peso dos
animais expostos a ipriflavona (G-300, G-1.500 e
G-3.000) ndo apresentou diferenga significativa du-
rante o experimento quando comparados aos animais
do grupo G-controle.

Nio se observaram diferencgas significativas entre
os pesos de figado, bago, rins, suprarrenais e ovdrios
das ratas tratadas com ipriflavona, ou na propor¢io de
reabsor¢des, nimero de corpos lateos, de implantes e
de fetos vivos (Tabela 1). Na Tabela 1, pode-se observar
aumento na concentra¢ao plasmadtica de triglicérides
das ratas tratadas com doses crescentes de suspensdo
aquosa de ipriflavona. Com rela¢do ao hemograma, os
animais do grupo G-1.500 e G-3.000 tiveram redugdo
do hematdcrito, quando comparados aos animais do
grupo G-controle.

A Tabela 2 mostra as varidveis fetais analisadas. Os
pesos de fetos e das placentas foram semelhantes em todos
os grupos. Os tamanhos, pesos corporais e dos 6rgdos
dos fetos do sexo feminino e masculino nio diferiram
significativamente entre os grupos experimentais. Nao
foram observadas malformagdes externas em nenhum dos
fetos examinados.




Efeito da ipriflavona sobre ratas Wistar e suas ninhadas

Tabela 1. Efeito da solucio aguosa de ipriflavona nas ratas Wistar durante o fetogénese nos vérios grupos estudados

Controle G-300 G-1.500 G-3.000

(n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
Figado (g) 8,7+0,9 9,0<1,0 8,9+0,7 8,6+1,0
Rins (g) 1,3+0,1 1,301 1,301 1,301
Suprarrendis (mg) 62+8,4 64,6+9,2 63,5+9.3 59,6+9,1
Baco (mg) 42,3+8,0 43,5+9,0 41,06,1 43,5+4,4
Ovdrios (mg) 70,9+9,6 73,2+9,6 65,8+14.4 67,2140
Proporciio de reabsorcdes (%) 4,4 (7/159) 3,2 (5/156) 6,0 (9/149) 54 (7/130)
Corpos liteos 12,314 12,0+1,4 11,1£2,0 11,313
Implantes 11,4+2,3 10,4+1,8 9,93+1,6 9,3+2,9
Fetos vivos 10,3+3,3 10,0«1,6 9,33+1,9 8,7+2,9
Hematimetria (x10%cel /mm?) 5.592.000+528.369,5 5.092.667+454.681,5 4.989.333+589.375,8* 5.143.571+809.088,8
Hemoglobina (mg/dL) 10,5+0,8 10,0+0,3 10+0,8 10,0+1,1
Hematécrito (%) 30,8+2,4 29,3+2,1 28,1443 27 8+2,5*
Colesterol (mg/dL) 94,7145 100,3+17,1 91,4<19,7 87,4+17,2
Triglicérides (mg/dL) 138,8+21,9 211,3+63,9 251,565,2° 217,8+49,6
AST (U/1) 46,7<11,2 51,7+30,8 56,0+27,3 47,4+16,8
ALT (U/1) 34,9+6,8 39,767 35,17,7 349118
Ureia (mg/dL) 447488 42,7483 37,0<11,1 42,6+9,6
Creatinina (mg/dL) 0,70,1 0,6+0,1 0,70,1 0,6+0,1
Glicose (mg/dL) 89,6+14,5 80,9+20,5 77,9+19,9 87,0+24,3

Resuliados apresentados como médiaxdesvio padrdo; Controle: 1 ml de solugdo fisiolégica; G-300: 300 ml/kg de solugdo aquosa de ipriflavona; G-1.500: 1.500 ml/kg de
solugéo aquosa de ipriflavona; G-3.000: 3.000 ml/kg de solugdo aquosa de ipriflavona; n: nimero de casos estudados; “p<0,05.

Tabela 2. Efeito da soluco aguosa de ipriflavona nos fetos das ratas Wistar expostas durante a fefogénese

Controle 6-300 6-1.500 6-3.000

Varidveis (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
M F M F M F M F

Fetos 34203 3,240,3 3,520, 3,2:04 3,5:0,3 3,240,3 3,420,5 3,104
Placentas 0,5:0,0 0,420,0 0,40,0 0,4=0,1 0,5:0,0 0,5:0,1 0,5:0,0 0,5:0,0
Tamanho 4,002 3,9+0,2 4120, 3,920 4120, 4,020, 4120, 3,920
Figado 269,6+38,1 263337, 272,748 2587412 285,0+:39,] 274,0+288 267,9:48,0 255,5+55,9
Rins 26,34,0 24,334 25,153 24,140 26,4+3,] 24,2+37 23,1259 22,9+4,0
Pulmées 114,1215,1 104,110,1 109,5-18,3 100,1=14,2 115,7«11,7 103,511,0 103,3107 97 5164
Cérebro 128,6=14,5 122,7=12,8 129,1=16,2 126,6+15,1 127,3+12,8 123,289 128,5<11,5 122,820,5

Resuliados apresentados como média=desvio padréo; Controle: 1 ml de solugdo fisiolégica; G-300: 300 ml/kg de solugdo aquosa de ipriflavona; G-1.500: 1.500 ml/kg
de solugdo aquosa de ipriflavona; G-3.000: 300 ml/kg de solugdo aquosa de ipriflavona; n: nimero de casos estudados; M: fetos do sexo masculino; F: fetos do sexo

feminino; *p<0,05.

Discussao

A toxicidade materna é uma das causas de alteracoes
no desenvolvimento embriofetal e pés-natal'®, sendo diag-
nosticada particularmente pela perda de peso corporal'’,
embora outras alteracdes como redugdo da locomogio,
diarreia, piloerecdo e redugdo do consumo de dgua e ali-
mento e mortes"’ também sejam considerados. Na maioria
dos casos, a perda de peso materno € causada por redugdo
no consumo de alimento ou de dgua e se reflete na geragdo
de feto de baixo peso corporal'’, além de alteragdes do
eixo hipotdlamo-hipéfise'®. No presente trabalho, ndo se

observou perda de peso corporal, de consumo de racio
nem outros sinais clinicos que denotassem toxicidade
materna, o que sugere auséncia de toxicidade observavel
clinicamente.

Diferentemente da reducio da concentragdo plasma-
tica de colesterol total e triglicérides'””° identificada em
mulheres ndo grdvidas sob dieta rica em isoflavonas, no
presente trabalho foi observado aumento das concentragdes
de triglicérides em todas as doses, fato também jd obser-
vado por outros autores’' que demonstraram em ratos, que
a daidzeina, precursora da ipriflavona, aumentou o nivel
sérico de triglicérides. Dessa forma, é possivel sugerir que
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a ipriflavona aumente a concentragio de triglicérides em
ratas prenhes, sendo esse o primeiro relatado na literatura.
A reducio do hematécrito nas doses mais elevadas estd
sendo objeto de estudos, uma vez que no presente estudo
ndo teve explicacdo plausivel.

A via de sinaliza¢do Hedgehog é um mediador chave
no crescimento, morfogénese e diferencia¢io que ocorre no
desenvolvimento embriondrio em mamiferos, sendo que
a interrup¢do desta via pode causar defeitos congénitos
graves, como ldbio leporino, fenda palatina e defeito na
formagdo dos membros®*%. Apesar de a ipriflavona atuar
nesta via®, no presente estudo ndo foi verificada a presenga
de malformacges fetais em ratas expostas as doses crescentes
de ipriflavona durante a fetogénese, o que pode se dever
a administracdo em fase tardia da prenhez.

Na fetogénese, ocorre basicamente o rapido crescimento
do corpo e a diferencia¢do de 6rgdos, tecidos e sistemas,
resultando em ganho de peso e crescimento corporal muito
grande, sendo caracteristicos deste periodo a histogénese,
maturacio funcional e crescimento'>!4. A desnutri¢io ma-
terna, alteragdes na concentracdo de vitamina A, genes como
adyenomedullin, hormonios, agentes toxicos e muitos outros
podem alterar o crescimento e desenvolvimento fetal”?. O
fato de ndo ter sido encontrada redugdo de tamanho e peso
fetais, bem como nos pesos dos 6rgaos fetais examinados,
sugere que a ipriflavona ndo causou restri¢do do crescimento,
ndo alterando o processo morfogénico fetal.

A apoptose é um dos mecanismos envolvidos na
morfogénese de sistemas, 6rgdos e tecidos fetais®®. Na
formac¢do dos membros dos vertebrados, a apoptose é
essencial para a separacdo dos digitos; assim como na
formacio do sistema nervoso, onde a apoptose causa uma
extensa morte de neurdnios'’. A ipriflavona, através da
indugdo de apoptose’, poderia causar, entre outros efeitos,
reducdo da massa encefdlica ou aumento dos sulcos inter-
digitais, o que ndo foi observado no presente trabalho,
novamente refor¢ando a hipétese de ndo interferéncia com
o desenvolvimento morfoldgico dos fetos.

Referéncias

Sabe-se que a genisteina e a daidzeina reduzem a
produgdo de progesterona nas células trofobldsticas hu-
manas, provavelmente devido ao bloqueio dos receptores
de estrégeno causado pelos fitoestrogenos'’. Alteracdes na
fun¢do placentdria poderiam causar alteragdo no desen-
volvimento fetal. No presente trabalho, ndo se observou
alteracdo do peso das placentas e tampouco do peso e
tamanho dos fetos, o que pode ser uma indicac¢do de
auséncia de altera¢do placentdria.

A restri¢iao de crescimento intrauterino (RCIU) é
causada por altera¢des nos processos de divisao celular que
levam ao crescimento corporal e diferenciagdo de érgaos,
tecidos e sistemas®*?°, ocasionando o desenvolvimento
de 6rgdos hipotrofiados, hipofuncionais e deficiéncia no
crescimento do feto'>?.

A ipriflavona, como um inibidor da sintese de DNA em
células tumorais, poderia diminuir a sintese de DNA
durante o desenvolvimento fetal levando 2 RCIU nos fetos
expostos a ipriflavona durante a fetogénese. Entretanto,
no presente trabalho, tanto o tamanho quanto o peso
corporal e dos 6rgdos fetais ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparados aos fetos que nao foram
expostos 2 ipriflavona na gestacdo, quer se refiram a fetos
de sexo masculino quanto ao feminino.

Com os dados obtidos, pode-se concluir que a admi-
nistra¢do de 300, 1.500 e 3.000 mg/kg/dose de suspensio
aquosa de ipriflavona durante o periodo de fetogénese de
ratas nao causou toxicidade clinica materna, mas elevou
os niveis de triglicérides. O crescimento fetal ndo foi
alterado e ndo ocorreram mortes fetais.
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