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RESUMO

A ipriflavona (IP) é uma isoflavona sintética derivada da daidzeina,
comercializada com a finalidade de prevenir e/ou tratar a osteoporose. Foi
verificado in vitro que a IP induziu a apoptose em células epiteliais gastricas e
inibiu a proliferagéo e sintese de DNA de células tumorais 0ssea. A daidzeina,
precursora da IP, teve efeito antimplantacdo em ratas e reducdo da producédo
de progesterona em células trofoblasticas humanas. A genisteina,
estruturalmente semelhante a ipriflavona, exerce efeitos lesivos no blastocisto
de camundongos, cultivados in vitro e in vivo. A fetogénese € um periodo do
desenvolvimento embrionario no qual ocorre intensa mitose e proliferacéo
celular, que caracterizam o crescimento e a diferenciacdo de varios sistemas
organicos, de finalizacdo da formacdo dos sistemas reprodutivo e nervoso
central, do desenvolvimento final dos membros e face. Todos esses processos
podem ser alterados pelos efeitos da IP, mas nao foram encontrados estudos
para sua avaliacdo, sendo o0 objetivo do presente trabalho avaliar o
desenvolvimento fetal em ratas tratadas com solugéo aquosa de IP durante o
periodo de fetogénese. Foram utilizadas 60 ratas no 1° dia pés-coito (pc),
mantidas em condi¢des controladas de temperatura, umidade e ventilacdo, as
quais foram distribuidas, aleatoriamente, em um grupo controle - C (1ml de
agua destilada) e trés tratados T1, T2 e T3 que receberam, respectivamente,
300; 1500 e 3000mg/kg de IP, via intragastrica, nos dias 16 a 20 pc. Os
animais foram eutanaziados no 212 dia pc. Varidveis analisadas: peso de
orgaos maternos (figado, rim, supra renal, baco e ovario), comprimento e peso
corporal fetal, peso de placentas, cérebro, figado, rins e pulméo fetais. Analise
estatistica dos dados: ANOVA seguida de teste de Dunnet (a =0.05). O
procedimento experimental foi aprovado no Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo n°
024/2008). O tratamento com suspensao aquosa de IP ndo causou diferenca
significativa em nenhuma das variaveis estudadas. Podemos concluir que no
modelo experimental utilizado, a ipriflavona ndo causou toxicidade materna e

alteracdes significativas no desenvolvimento fetal.



Palavras-chave: Ipriflavona. Fetogénese. Ratos. Gestacdo. Desenvolvimento.



ABSTRACT

The ipriflavone is a synthetic derivative of the isoflavone daidzein, marketed
with the aim of preventing and / or treating osteoporosis. It was verified in vitro
that ipriflavone (IP) induced apoptosis in gastric epithelial cells and inhibited
proliferation and DNA synthesis of bone tumor cells. The daidzein, the
precursor of ipriflavone, had anti-implantation effect in rats and reduced
production of progesterone in human trophoblast cells. Genistein is structurally
similar to ipriflavone, has harmful effects on the blastocysts of mice, cultured in
vitro and in vivo. The fetogenesis is a period of embryonic development in which
there is intense mitosis and cell proliferation, which characterize the growth and
differentiation of various organ systems, finishing the formation of reproductive
system and central nervous systems of final development of the limbs and face.
All these processes can be altered by the effects of iproflavone, but there are no
studies to assess them, the purpose of this study was to evaluate fetal
development in rats treated with aqueous solution of Ipriflavone during the
fetogénese. 60 rats were used at 10 days post-coitus (pc), maintained under
controlled temperature, humidity and ventilation, which were randomly
distributed in one control group - C (1 ml of distilled water) and three treated
groups T1, T2 and T3 that received, respectively, 300, 1500 and 3000mg/kg of
ipriflavone, intragastric, from 16 to 20 pc. The animals were euthanized at 21-
days pc. Variables analyzed: maternal organ weights (liver, kidney, supra
kidney, spleen and ovary), length and fetal body weight, weight of placenta,
brain, liver, kidney and lung. Statistics gathering data analysis: ANOVA followed
by Dunnett test (a = 0.05). The experimental procedure was approved by the
Ethics Committee on Animal Experimentation of Federal University of Juiz de
Fora (Protocol No. 024/2008). Treatment with aqueous suspension of
ipriflavone caused no significant difference in any of the variables studied. We
can conclude that in the experimental model used, the ipriflavone did not cause

maternal toxicity and significant changes in fetal development.

Keywords: Ipriflavone. Fetogenesis. Rats. Pregnancy. Development.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento embrionario em mamiferos pode ser dividido em
embriogénese inicial, organogénese e fetogénese. A fetogénese compreende o
periodo final do desenvolvimento embrionéario, onde se encerra a formacéo do
sistema nervoso e ocorre crescimento fetal. Neste periodo, a exposicdo a
agentes toxicos dificilmente causa malformacdes, embora possa causar lesdes
no sistema nervoso central, genitais externos e retardo de crescimento
intrauterino (MOORE e PERSAUD, 2004).

Dentre os agentes toxicos que podem afetar o desenvolvimento fetal,
podemos relacionar drogas em geral, poluentes do meio ambiente,
medicamentos e outros. Nos Ultimos anos registrou-se um aumento expressivo
na utilizacao de fitoterapicos por parte da populacdo na tentativa de minimizar
os efeitos adversos que possam ocorrer com o tratamento medicamentoso
convencional (EISENBERG et al., 1998).

Em contrapartida, o aumento do consumo destas substancias também
foi seguido por um crescimento da divulgacdo de artigos e reportagens
meédicas em revistas, jornais e telejornais com propdésito tanto informativo
qguanto comercial, destinado a venda de novos produtos ou servicos. Mas nem
sempre a populacédo tem acesso as melhores informacdes a respeito dessas
substancias, ndo sabendo o0s riscos potenciais a que estdo expostos
(BONEVSKI et al., 2008). Uma alternativa para minimizar os agravos seria 0
aumento no numero de pesquisas sobre essas substancias para a formacéao de
uma base de dados sdlida para informacao tanto por parte dos pacientes como
para profissionais da saude (JOOS et al., 2008).

Entre os fitoterapicos mais utilizados por mulheres, encontram-se
agueles usados para problemas menstruais, sintomas da menopausa,
alteracdes do humor e para doencas Osseas (TESCH, 2003). Muitos dos
efeitos obtidos estdo relacionados aos flavondides presentes na composi¢ao
desses fitoterapicos, que também possuem atividade anticarcinogénica,
antiviral, antioxidante e antiinflamatéria (HARBORNE e WILLIAMS, 2000;
HAVSTEEN, 2002).
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As isoflavonas representam uma classe de flavondides conhecidas
como fitoestrégenos (GARRIDO et al., 2003) por apresentarem estrutura
quimica semelhante ao estradiol e agdo estrogénica. Sdo comercializadas hoje
em dia com a finalidade de prevenir e/ou tratar doencas como neoplasias,
osteoporose, disturbios cardiovasculares e outros, principalmente associados
ao climatério (GARRIDO et al., 2003; BONILLA, 2004).

A ipriflavona  (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona) € uma
isoflavona sintética derivada da daidzeina, encontrada em grdos de soja e
derivados, sendo comercializada com a finalidade de prevenir e/ou tratar a
osteoporose (GARRIDO et al., 2003; BONILLA, 2004; PINTO et al., 2006;
ZHANG et al., 2009).

Foi verificado in vitro que a ipriflavona (IP) induziu a apoptose em células
epiteliais gastricas (TANI et al., 2004) e inibiu a proliferacdo e sintese de DNA
de células tumorais 6sseas (IWASAKI, 2002). Em estudos prévios, ainda nao
publicados, realizado por Fernandes (2008), foi observado que a ipriflavona
exerceu efeito antiimplantacdo em blastocistos de ratas Wistar.

Estudos com a daidzeina, precursora da ipriflavona, mostram efeito
antimplantacdo em ratas (WU et al.,, 2005) e reducdo da producdo de
progesterona em células trofoblasticas humanas (RICHTER et al., 2009).
Também se sabe que a genisteina, estruturalmente semelhante a ipriflavona,
exerce efeitos lesivos no blastocisto de camundongos, cultivados in vitro (induz
a apoptose, diminui o numero de células, retarda o desenvolvimento poés-
implantacdo e aumenta incidéncia de morte precoce de blastocistos) e in vivo
(CHAN et al., 2007).

Sendo a fetogénese um periodo do desenvolvimento embrionario
caracterizado por intensa mitose e proliferagdo celular e onde a apoptose é
extremamente importante para o remodelamento na formacdo de oOrgdos e
tecidos de sistemas fetais (WOLPERT, 1998; MOORE e PERSAUD, 2004), a
IP poderia interferir no desenvolvimento fetal, causando retardo de crescimento
intra-uterino, que freqientemente ocorre em fetos cujas maes foram expostas a
xenobiéticos no periodo de fetogénese (CHRISTIAN, 2001; MANSON et al.,
1994).

Dada a grande utilizacdo da IP na prevencao de osteoporose (PINTO et

al., 2006; ZHANG et al., 2009); a escassez de informac0es a respeito do seu
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efeito na reproducdo; o efeito apoptético (TANI et al., 2004) e inibidor da
sintese de DNA (IWASAKI, 2002); e considerando que a daidzeina, precursora
da IP, diminui a producgéo de progesterona (RICHTER et al., 2009) fica evidente
a necessidade de estudar o efeito da IP no desenvolvimento fetal. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o desenvolvimento fetal em ratas
tratadas com solugcdo aquosa de IP durante o periodo de fetogénese, visando

fornecer subsidios para avaliagdo do risco de seu uso em seres humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Na revisdo da literatura serdo abordadas as trés etapas do
desenvolvimento embrionario em mamiferos: Pré-implantacdo, Implantacéo e
Pos-implantacdo. Em seguida apresenta-se uma breve revisdo dos testes
relacionados a toxicidade reprodutiva, e sobre cuidados e utilizacdo dos
fitoterapicos. Finalmente, foram descritas as caracteristicas farmacologicas,
usos terapéuticos e acoes fisioldgicas da ipriflavona, assim com sua relagéo na

reproducao e no desenvolvimento embrionario.

2.1 Desenvolvimento Embrionario e Fetal

O desenvolvimento embrionario em mamiferos compreende o periodo
que vai desde a fecundacao até o nascimento. Este periodo pode ser dividido
em trés fases, compreendendo a Pré-implantacdo, Implantacdo e Pos-
implantagao.

2.1.1 Pré-implantacao

O desenvolvimento embrionéario inicia-se na fertilizagcdo, quando os
pronucleos masculino e feminino se unem para formar o zigoto. O contato
entre 0 espermatozodide e o0 od6cito ocorre normalmente no terco distal da tuba
uterina e a medida que o zigoto passa pela tuba em direcdo ao utero, sofre
sucessivas divisdes mitédticas originando os blastbmeros. Estes blastbmeros
dao origem a mérula, uma estrutura formada de 12 a 14 blastémeros (MOORE
e PERSAUD, 2004). Na mérula, os blastbmeros comegcam a secretar fluido e

aos 64 blastdmeros, estabelece-se o inicio de uma cavidade, a blastocele,
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sendo esta fase chamada de blastocisto inicial (DUMM, 2006). Esta mudanca

coincide com a entrada do blastocisto no utero.

2.1.2 Implantagéo

A implantacéo inicia-se quatro a cinco dias apoés a fertilizacdo; a zona
pelucida desaparece e o trofoblasto adjacente ao embrioblasto se adere ao
epitélio endometrial, com isso, o blastocisto humano esta superficialmente
implantado ao endométrio ao fim da primeira semana, e completa-se durante a
segunda semana de desenvolvimento (MOORE e PERSAUD, 2004). Em ratos
0 embrido esta totalmente implantado por volta do sétimo ao oitavo dia
(ACOSTA, 1994).

2.1.3 PoOs-implantacéo

O periodo de pos-implantacdo pode ser dividido em duas fases:

organogénese e fetogénese.

Organogénese

A organogénese compreende a fase do desenvolvimento embrionario
em mamiferos onde as estruturas estdo em diferenciacdo e sdo mais sensiveis
a agentes teratogénicos. A organogénese em ratos ocorre entre os dias oito e
16 de prenhez. Durante o periodo de organogénese os riscos de malformacao
sdo grandes, considerando que o0s esbocos de O6rgdos e sistemas se
desenvolvem e se completam nesse periodo. Agentes toxicos que atingem 0s
embrides durante essa fase do desenvolvimento podem causar desde a morte
do concepto a malformacdes maiores, dependendo da fase do
desenvolvimento e da sensibilidade do 6rgdao (WOLPERT, 1998; MOORE e
PERSAUD, 2004). No processo de organogénese ocorrem:

Crescimento (aumento do tamanho) — divisdo celular e elaboragédo de

produtos;
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Morfogénese — movimentacdo de massas celulares, interacdes entre
ndcleo e citoplasma e entre célula e célula que promovem a organizacao de
tecidos em 6rgaos;

Diferenciacdo — maturacdo dos processos fisioldgicos que resultam na

formacdo de tecidos e o6rgdos. Tais mecanismos de desenvolvimento nao
ocorrem separadamente, eles se justapdem. O desenvolvimento das estruturas
externas e internas do embrido acontece nesta fase, entretanto o
funcionamento dos 6rgaos e tecidos ainda € minimo, com excecéo do sistema
cardiovascular (LEMONICA, 1996; MOORE e PERSAUD, 2004).

Fetogénese

O desenvolvimento durante o periodo fetal envolve basicamente o rapido
crescimento do corpo e a diferenciacdo dos 6rgaos, tecidos e sistemas. Neste
periodo, o ganho de peso e o crescimento corporal sdo muito grandes.
(MOORE e PERSAUD, 2004).

As caracteristicas mais marcantes deste periodo séo: histogénese,
maturagdo funcional e crescimento. A exposi¢cdo a teratdgenos leva a efeitos
adversos que se manifestam como retardo de crescimento ou desordens
funcionais, mas os fetos sdo mais resistentes a morte que os de estagios
anteriores. No periodo de fetogénese 0s agentes tOxicos causam poucas
malformac¢des, mas podem induzir o desenvolvimento de O6rgaos
hipotrofiados, hipofuncionais e os fetos, como um todo, podem ter deficiéncia
no crescimento, caracterizada pelo que se denomina de retardo de
crescimento intrauterino (CHRISTIAN, 2001).

O desenvolvimento normal fetal e de suas estruturas é determinado por
uma complexa relacdo entre fatores genéticos, imunoldgicos, enddcrinos,
nutricionais e vasculares. Qualquer distirbio em qualquer desses fatores pode

causar alteracdo no desenvolvimento e crescimento fetal (CAMPBEL, 1976).

A Figura 01 ilustra os efeitos causados por agentes teratogénicos em diferentes

fases do desenvolvimento.
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FIGURA 1 - Principais efeitos adversos provocados por agentes teratogénicos
durante os diferentes estagios do desenvolvimento. Setas amarelas (largas)
indicam acao teratogénica forte, setas azuis (estreitas) indicam acéo
teratogénica branda. As setas vermelhas indicam os efeitos adversos
causados por um agente, e sua largura indica a intensidade com que a
resposta pode ocorrer. A seta verde indica o desenvolvimento embriofetal
normal.

FONTE: Adaptado de CATALANO et al., (1993).

2.2 Avaliacéo dos efeitos toxicos sobre a reproducao

Os estudos pre-clinicos de toxicidade reprodutiva consistem em ensaios
realizados em animais, a fim de verificar o potencial de uma substancia quimica
nova provocar efeitos adversos sobre o processo reprodutivo, incluindo a
fertilidade, o acasalamento, o desenvolvimento embriofetal, o parto, e o
desenvolvimento pos-natal dos descendentes até a maturidade reprodutiva
(ICH, 2001; PINTO, 2005). E uma das areas mais complexas da Toxicologia
Preditiva, porque o ciclo reprodutivo prolonga-se por boa parte da vida do
individuo, iniciando-se com a producdo de gametas nos pais (ainda no periodo

pré-natal), seguindo pela fertilizacdo e desenvolvimento embriofetal,



20

nascimento e desenvolvimento pos-natal ate a maturidade sexual quando os
descendentes, ja adultos, tornam-se capazes de procriar.

Os testes reprodutivos foram padronizados através de uma conferéncia
internacional — ICH (International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use), em que
participaram paises da Unido Européia, Japdo e Estados Unidos. Estes testes
podem ser subdivididos nos seguintes estagios:

1. Maturacdo sexual & concepcdo. Avaliam-se as funcdes reprodutivas
de machos e fémeas adultas, o desenvolvimento e maturacdo de

gametas, 0 comportamento sexual e o processo de fertilizacao.

2. Concepcdo a implantacdo. S&o estudadas as fungfes reprodutivas de
fémeas adultas, o desenvolvimento pré-implantagdo e o periodo de
implantag&o propriamente dito.

3. Implantacdo ao fechamento do palato duro. As fungdes reprodutivas
de fémeas adultas, o desenvolvimento embrionério e a formacdo dos

principais 6rgados sao os objetivos de estudo nesse estagio.

4. Fechamento do palato duro ao final da gestacdo. Avaliam-se aqui as
funcbes reprodutivas de fémeas adultas, o desenvolvimento e

crescimento fetal e o desenvolvimento e crescimento dos 6rgaos fetais.

5. Nascimento ao desmame. Alvo de estudo: funcao reprodutora de
fémeas adultas, adaptacdo neonatal a vida extra-uterina,

desenvolvimento pré-desmame e crescimento.

6. Desmame a maturidade sexual. Investigam - se as acdes
toxicoldgicas dos produtos durante o desenvolvimento e crescimento
pés-desmame, adaptacdo das crias a vida independente até atingir a

maturidade sexual.
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Embora esses estagios nos estudos toxicologicos ndo sejam
obrigatdrios, procura-se segui-los como forma de uniformizacdo de estudos

pré-clinicos.

2.3 Produtos Terapéuticos derivados de plantas medicinais

A biodiversidade pode oferecer uma ampla gama de produtos de
importancia terapéutica, dentre eles destacam-se os fitoterdpicos e o0s
fitofarmacos.

Fitoterapico € o medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais e os fitofarmacos sdo substancias extraidas de
plantas que contém o principio ativo isolado, apresentando atividade(s)
farmacoldgica(s) podendo, ter aplicagéo terapéutica (Resolugdo RDC n° 48, de
16 de marco de 2004, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA),
(GUERRA e NODARI, 2004).

A idéia principal na utilizacao de fitoterapicos e fitofarmacos na medicina
humana € aumentar a opcao terapéutica dos profissionais de saude, ofertando
medicamentos equivalentes, registrados, mais acessiveis, com espectros de
acdo mais adequados e com indicacbes terapéuticas complementares as
existentes (LAPA et al., 2004; EISENBERG et al., 1998).

Entre os adeptos da fitoterapia, € comum a idéia de que as plantas
medicinais tradicionalmente usadas ja foram testadas e homologadas pelo seu
uso prolongado. Por isso sdo erroneamente considerados remédios eficazes e
seguros, sem efeitos colaterais comuns aos medicamentos sintéticos, nao
necessitando avaliacao exigida para os medicamentos.

Estudos mostram que o mercado mundial de produtos farmacéuticos
movimenta US$320 bilhdes/ano, sendo que US$20 bilhdes sédo originados de
substancias derivadas de plantas (ROBBERS et al., 1996). O de drogas de
origem vegetal é estimado em US$12,4 bilhdes, sendo a Europa responsavel
por 50% deste mercado. Nos paises desenvolvidos, fitoterapicos e fitofarmacos
sdo responsaveis por 25%, enquanto nos paises em desenvolvimento s&o

responsaveis por 80% da utilizacdo (LAPA et al, 2004).
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No Brasil, estimativas de 1997 a 2000 o colocam no 7° lugar mundial,
com vendas de medicamentos atingindo 11,5 bilhdes de ddlares, o que
corresponde a um consumo per capita de apenas 61 dolares por ano (USDC,
1999).

Apesar do alto consumo de medicamentos no Brasil, estes produtos
atendem apenas a faixa de populagdo economicamente ativa (cerca de 30%).
Estes dados mostram que os restantes 130 milhGes de habitantes utilizam
produtos nao registrados, demonstrando que a maioria da populacdo de baixa
renda recorre as plantas medicinais e seus derivados para tratar seus males
(LAPA et al., 2004).

A planta medicinal utilizada como medicamento € um produto estranho
introduzido no organismo com finalidades terapéuticas (LAPA et al., 2004). O
uso popular e tradicional ndo € suficiente para validar como medicamentos
eficazes e seguros, e a preconizacao destes produtos deve ser fundamentada
em experiéncias comprobatérias assim como é feito para qualquer
medicamento sintético (BRASIL, 1995).

Segundo a Resolugcdo RDC n° 48 (ANVISA, 2008), a eficacia e
seguranca dos fitomedicamentos é validada através de levantamentos
etnofarmacologicos de utilizagdo, documentacdes tecnocientificas em
publicacdes ou ensaios clinicos na fase 3.

Apesar de trés ou quatro décadas de estudo, pode se dizer que até esta
data ndo houve um processo coordenado entre os atuantes neste processo
(indastria, farmacélogos, fitoquimicos, quimicos de sintese, toxicologos,
investigadores clinicos etc) (FERREIRA, 1997). Na sua maioria, os estudos
buscavam comprovar a validade do uso popular de plantas medicinais. Porém,
a populacdo nem sempre tem acesso as informacdes a respeito dessas
substancias, ndo sabendo o0s riscos potenciais a que estdo expostas
(BONEVSKI et al., 2008).

Os estudos voltados para a toxicologia e farmacologia pré-clinicos tém a
finalidade de avaliar a eficacia e a seguranca dos medicamentos em geral e,
constituem o fundamento para uma base de dados soélida para a informacéo
tanto por parte dos pacientes como para profissionais da saude (JOOS et al.,
2008).
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2.4 Flavonodides

Os flavondides constituem uma importante classe de polifendis
(possuem um ou mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados
ou seus derivados funcionais) presente em abundancia nos metabdlitos
secundarios dos vegetais. Estas substancias representam um dos grupos
fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem
vegetal, sendo amplamente distribuida no reino vegetal (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2004).

Os flavondides podem ser encontrados em diversas formas estruturais,
entretanto, a maioria possui 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental,
constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas.
Atualmente sdo conhecidos mais de 4200 flavondides diferentes (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2004).

Entre as principais funcdes atribuidas aos flavonéides podemos citar:
protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecao contra
insetos, fungos, bactérias e virus; atracdo de polinizadores; antioxidantes;
controle da acdo de hormonios vegetais; agentes alelopaticos; e inibidores de
enzimas (HARBONE, 1988; HARBONE e WILLIAMS, 2000). Normalmente os
flavondides ndo sdo considerados substancias toxicas, mas ndo existem
estudos na literatura cientifica para comprovar esta afirmac¢éo. Segundo Trueba
e Sanchez (2001), doses elevadas podem induzir danos ao DNA.

Os flavonoides também apresentam grande importancia devido as
propriedades farmacolégicas atribuidas a alguns representantes da classe,
como por exemplo: antitumoral, antiinflamatéria, antioxidante, antiviral, entre
outras.

Os flavondides foram agrupados em classes de acordo com suas
caracteristicas quimicas e biossintéticas conforme descrito adiante (ZUANAZZI
e MONTANHA, 2004).

2.4.1 Isoflavonas

As concentracdes de isoflavonas s&o relativamente maiores nas

leguminosas e, em particular, na soja. E uma classe de flavonoides de
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ocorréncia exclusiva na familia botanica Fabaceae, salvo rarissimas excec¢des
(SETCHELL, 1998).

Apesar de estarem restritas a uma familia botanica, apresentam
diversidade estrutural importante, sendo encontradas estruturas ciclizadas
como 0s pterocarpanos, cumestanos e cumaronocromonas. Em vegetais, as
isoflavonas podem se comportar como substancias induzidas, que sé&o
produzidas pelas plantas em resposta a infeccao por agente patogénico.

As isoflavonas apresentam quatro propriedades bioldgicas importantes:
atividade antifangica e antibacteriana, propriedade inseticida e atividade
estrogénica (ZUANAZZI e MONTANHA, 2004).

Na natureza, as isoflavonas encontram-se na forma glicosilada (ligadas
a uma molécula de acucar), biologicamente inativa. Apos a ingestdo ocorre um
complexo mecanismo enzimatico de conversdo no trato gastrointestinal,
resultando na formacdo de fendis heterociclicos estruturalmente parecidos ao
17- B — estradiol, que Ihe conferem atividade semelhante ao estrogénio na
maioria dos sistemas biologicos (YAMAZAKI, 1985; MACKEY e EDEN, 1998;
SETCHELL, 1998 ; FERRARI e DEMIATE, 2001, GARRIDO et al., 2003).

Dentre os dois tipos majoritarios de receptores de estrégeno (RE),
chamados de a (encontrados no tecido epitelial mamario e uterino) e B (tecido
0sseo e epitélio ovariano) (DIEL, 2002; FRASOR et al., 2003; POWER e
THOMPSON, 2003), as isoflavonas se ligam mais fortemente aos receptores
estrogénicos B dos que aos a. A afinidade da genisteina aos receptores é
comparavel a do 17 beta-estradiol (MORITO et al., 2001).

A FIGURA 2 mostra a semelhanca estrutural entre estrogénio e a

isoflavona equol.
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FIGURA 2. Férmulas estruturais do estrogénio e da isoflavona equol,
evidenciando sua similaridade.

Fonte: http://www.medicinacomplementar.com.br/tema271106.asp

As isoflavonas apresentam uma grande variedade estrutural quimica:
somente a soja contém trés tipos de isoflavonas com quatro formas isoméricas,
totalizando 12 diferentes tipos dessa substancia. As formas que tém recebido
maior atencdo nas pesquisas e que tém se mostrado mais ativas sdo a
daidzeina, genisteina e gliciteina (DEWICK, 1994; CHANG, 2002).

Genisteina

A genisteina possui efeito estrogénico e inibe varias enzimas envolvidas
em processos de carcinogénese. As populacdes orientais, que apresentam
baixa incidéncia de cancer de mama e préstata, consomem de 28-80mg de
genisteina por dia, quase toda derivada de produtos de soja, enquanto que a
ingestao diaria de genisteina nos EUA é somente de 1-3 mg/dia (WEI et al.,
1995). Zava e Duwe (1997) sugerem que a genisteina é a unica isoflavona que
possui efeito potencial na inibicdo do crescimento de células cancerosas em
concentracdes fisioldégicas. A genisteina funcionaria como potente inibidor da
oncogénese (BARNERS et al., 1995; PETERSON, 1995), pois inibe a tirosina
quinase (PTK), o fator de crescimento epidérmico (EGF-R), as DNA
topoisomerases | e Il, a quinase ribossdmica S6, assim como a angiogénese e

a diferenciacao celular in vivo. Além disso, inibiria a producao de radicais livres,
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modularia o ciclo celular e, eventualmente, poderia precipitar a apoptose
(BARNES et al., 1995).

Daidzeina

A daidzeina é, junto com a genisteina, o fitoestrégeno mais abundante
nos derivados de soja. Tovar e Acosta (2004) encontraram que a daidzeina €
mais eficiente que a genisteina na prevencdo de perda Ossea de ratas
ovarectomizadas. Enquanto a genisteina é a isoflavona que apresenta maior
semelhanca com o estrégeno enddgeno, apresentando efeito estrogénico, a

daidzeina parece exercer maior acao antiestrogénica (PICHERIT et al., 2000).
Gliciteina

A gliciteina é a isoflavona menos abundante encontrada nos alimentos
de soja, e também a menos estudada. A estrutura quimica da gliciteina é
parecida aguela da genisteina e da daidzeina, e esperava-se que a gliciteina
apresentasse atividades fisiologicas similares. No entanto, a excecdo da
atividade antioxidante evidenciada em poucos estudos, isto ndo pode ser
afirmado (SONG et al., 1999; ZHANG et al., 1999). Alguns estudos apontam
que a gliciteina tem fraca atividade estrogénica quando medida in vivo e in
vitro. No entanto, o mecanismo de acdo da gliciteina ainda néo esta claro
(SONG et al., 1999; ZHANG et al., 1999).
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FIGURA 3. Estrutura quimica da daidzeina, genisteina e gliciteina.

Fonte:http://www.cnpma.embrapa.br/cad_fotos/283.jpg
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2.5 lpriflavona

2.5.1 ldentificacéo

A ipriflavona (IP) (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona) é uma

isoflavona sintética derivada da daidzeina, sendo um fitofarmaco

®
comercialmente vendido sob o nome de Osteoplus . Estudos experimentais

demonstram que a IP possui fraca atividade estrogénica (CECCHINI et al.,
1997; CIVITELLI, 1997), ao contrario da genisteina, onde sua afinidade por
receptores 3 € comparavel ao 17- 8 -estradiol ( MORITO et al., 2001).

2.5.2 Efeitos terapéuticos

A IP é comercializada com a finalidade de prevenir e/ou tratar doencas
como neoplasias, osteoporose, disturbios cardiovasculares e outros,
principalmente associados ao climatério. Sua principal indicagéo clinica € para
o tratamento e prevencdo da osteoporose (YAMAZAKI, 1985; HEAD, 1999;
CHAMBO FILHO et al., 2000; FERRARI e DEMIATE, 2001; GARRIDO et al.,
2003; BONILLA, 2004; PINTO et al., 2006; ZHANG et al., 2009) sendo utilizada
sob a proposta de aumentar a densidade e prevenir a perda Ossea
(YAMAZAKI, 1985; HEAD, 1999;: CHAMBO FILHO et al., 2000; ZHANG et al.,
2009).

2.5.3 Mecanismo de agao

A IP é utilizada para tratar a osteoporose por inibir a reabsor¢cao 0ssea,
através da estimulacdo da atividade dos osteoblastos e pela inibicdo da
formacdo de novos osteoclastos e inibicAo da ativacdo de osteoclastos
maduros. Fato comprovado por estudos in vitro (BONUCCI et al., 1992) e in
vivo (NOTOYA et al., 1993; TSUTSUMI et al., 1994, IWASAKI, 2002).
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Foi verificado que além da IP, seus metabdlitos também inibem a
reabsorcdo Ossea. Um estudo “in vitro” em ossos longos do feto de rato
verificou que todos os seus metabolitos foram capazes de inibir a reabsorgao
0ssea estimulada pela paratiredide (BONUCCI et al., 1992).

A IP também apresentou resultados positivos sobre a formacdo da
maxila de ratos (MAKI et al., 2005) e inibiu a reabsor¢cdo do 0sso recém-
formado num estudo sobre regeneracéo 6ssea (ITO et al., 2007)

Um estudo in vitro demonstrou que a ipriflavona inibe a proliferacéo e a
sintese de DNA de células tumorais 0sseas MDA-231 e que a ipriflavona néo
SO inibiria o crescimento dessas células tumorais como também reduziria os
osteoclastos, evitando assim desprendimento da massa O6ssea tumoral e
metastases Osseas osteoliticas (IWASAKI, 2002). Porém, existem estudos
onde a IP ndo apresentou efeito de protecdo da massa 0ssea:

- Usuérias de um preparado de IP, na dose de 200mg trés vezes ao dia,

durante quatro anos, ndo apresentaram aumento da densidade mineral 6ssea

(ALEXANDERSEN et al., 2001),

- Em ossos de ratos com concentracbes de IP 100 vezes superior a

concentracdo terapéutica, ndo foi observada alteracdo na motilidade dos

osteoclastos e ndo houve inibicdo na reabsorcéo 6ssea (AZRIA et al., 1993).
Tais estudos deixam algumas duavidas sobre a utilidade da IP no

tratamento da osteoporose pos-menopausa (ALDRIGHI et al., 2001).

2.5.4 Farmacocinética

A dose terapéutica diaria recomendada da ipriflavona é de 600mg/kg/dia,
comercializado sob a forma de capsulas, nas concentracoes de 200 e
300mg/kg/dose, sendo administrado, respectivamente, de 8 em 8 e de 12 em
12 horas (ANVISA, 2008).

A ipriflavona € bem absorvida pelo intestino delgado, figado e rins,
extensivamente metabolizada por oxidacdo no figado, resultando em sete
metabalitos diferentes (MOON et al., 2007), e excretadas por via biliar, fecal e
urinaria (YOSHIDA et al., 1985; LEVAI e SZATMARI, 1995). Atinge nivel sérico

maximo em ratos em 1,5h e possui meia-vida de 5,8h, enquanto que em caes,
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0 pico sérico é atingido em meia hora. A eliminacdo dos metabdlitos ocorre em
48h em ratos e em 72h em caes (YOSHIDA et al., 1985).

Os metabdlitos da ipriflavona possuem efeitos inibitérios sobre as CYPs
1A2, 2C8 e 2C19 (enzimas isomorfas do citocromo P450) (MOON et al., 2007).
Também atuam competitivamente com outros farmacos, aumentando os niveis
plasmaticos de teofilina, e inibindo competitivamente a isoenzima do citocromo
P450, CYP2C9, responsavel pela catalisacdo de outros farmacos, como a
varfarina (SCOTT e GARY, 2002).

2.5.5 Efeitos colaterais

Na andlise do hemograma completo de mulheres que tomaram IP
durante quatro anos, foi observada linfocitopenia em significativo nimero delas
(ALEXANDERSEN, et al., 2001), fato esse contradito por estudo subsequente
(DO Y SOUNG et al., 2006). Porem, em outro estudo do mesmo autor, €
sugerido que a ingestdo moderada de IP e outras isoflavonas da soja, ndo sé
ndo causaria linfocitopenia, como também corrigiria a leucocitose resultada de
deficiéncias hormonais ovarianas tipicas da menopausa (DO Y SOUNG et al.,
2004).

Sérios efeitos colaterais gastrointestinais também tém sido relatados
com usuarias de IP (MATSUOKA et al., 1998). O estudo in vitro de Tani et al.
(2004), com células epiteliais gastricas, verificou que esses desconfortos séo
causados por acao apoptotica da ipriflavona, e ndo por seu possivel efeito

estrogénico.

2.5.6 Estudos na reproducao

Até o presente momento na literatura consultada, ndo existem estudos
sobre a acédo da IP no processo reprodutivo e desenvolvimento embrionario,
embora o produto seja amplamente utilizado por mulheres.

Em trabalho recente, ainda ndo publicado, realizado no Centro de

Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora por
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Fernandes (2008), a administracéo de IP a ratas prenhes durante o periodo de
pré-implantacéo alterou o desenvolvimento embrionario.

Também foi demonstrado que a genisteina possui efeitos lesivos ao
desenvolvimento embrionério: in vitro foi verificado que esta isoflavona induz a
apoptose, diminui 0 numero de ceélulas, retarda o desenvolvimento pos-
implantacdo e aumenta morte precoce de blastocistos de camundongos e in
vivo demonstraram que induz apoptose e inibicdo da proliferacdo celular do
blastocisto (CHAN et al., 2007).

Considerando a semelhanca estrutural da ipriflavona com a genisteina
(fig. 3); que a IP inibe a proliferacdo e a sintese de DNA de células tumorais
Osseas (IWASAKI et al., 2002); que possui efeito apoptdtico (TANI et al., 2004),
mecanismo de acdo que potencialmente podem interferir no crescimento e
desenvolvimento fetal, a escassa publicacdo de estudos da IP na reproducéo,
torna-se necessario a avaliagdo da toxicidade da ipriflavona no periodo da
fetogénese, quando os processos de proliferacdo e diferenciacao celular sao

essenciais para o desenvolvimento fetal adequado.

3 HIPOTESE

A suspensdo aquosa de ipriflavona causa efeito toxico no
desenvolvimento fetal de ratos Wistar.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

- Avaliar o desenvolvimento de ratos Wistar expostos a suspensao aquosa de

ipriflavona no periodo de fetogénese.
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4.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos toxicos da suspensdo aquosa de ipriflavona através das

alteracdes clinico-laboratoriais maternas.

- Avaliar as alteracbes no desenvolvimento e crescimento de fetos de ratas

Wistar tratadas com suspensao aquosa de ipriflavona.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Modelo experimental

Foram usadas obtidas 60 ratas Wistar (Rattus norvergicus Berkenhout,
1769) com 180+15 g de peso, nuliparas e nuligestas, com trés meses de idade,
obtidas na col6nia do Centro de Biologia da Reproducéo (CBR) — Universidade
Federal de Juiz de Fora. Durante o experimento os animais foram alojados

individualmente em microisoladores Alesco®, com temperatura de 22°,



33

umidade relativa de 50-60% e 12h de ciclo claro/escuro. Os animais recebiam

25g de racao comercial Nuvilab® por dia e agua ad libitum.

5.2 Condicdes de criacao e de alojamento

Os animais foram mantidos em racks (fotoperiodicidade, ventilagéo,
temperatura e umidade do ar, controlados automaticamente), acondicionados
em microisoladores, providos de camas de maravalha selecionada, mamadeira
para agua filtrada e cocho para racdo do tipo peletizada. Em média cada rata
prenhe recebeu 25g de ragdo por dia, enquanto a agua era oferecida ad
libitum. Os alojamentos sao providos de iluminacdo mista, fornecida por
lampadas incandescentes e janelas. A temperatura é mantida constante (23°C)
através de ar condicionado e as luzes sao programadas para se acenderem as
6:00 e apagarem as 18:00h, compreendendo um fotoperiodo de 12h de luz e
12hs de escuro, considerado ideal para o rato, segundo Wolfensohn e Lloyd
(1998).

5.3 Acasalamento e organizacao dos grupos experimentais

Os animais foram acasalados no sistema poligamico, com machos de
fertilidade previamente comprovada, ao final da tarde (17:00h), na proporcao
de trés fémeas por macho. Na manha seguinte, identificaram-se os animais
inseminados pela presenca de espermatozodides no esfregaco vaginal, sendo
este dia designado o dia 1 pés-coito (p.c.) (KATO et al.,1979).

Comprovada a inseminacao, as ratas foram distribuidas aleatoriamente
em quatro grupos, cada grupo contendo 15 animais: Tratados I, Il e lll e
Controle. Os grupos Tratados I, Il e Ill receberam, respectivamente, via
intragastrica, duas vezes ao dia (7 e 19h), 1mL de suspensdo aquosa de
ipriflavona, nas doses de 300, 1500 e 3000mg/kg/dose (dose terapéutica, 5
vezes e 10 vezes a dose indicada). As ratas do grupo Controle receberam, pelo
mesmo esquema, 1mL de agua destilada. Este procedimento foi realizado do
16° ao 20° dia de prenhez, via intragastrica, por gavagem, as 6:00h e 18:00.



5.4 Variaveis observadas

5.4.1 Maternas

As ratas prenhes foram observadas diariamente para a avaliacdo de
sinais clinicos de toxicidade materna (piloerecéo, hipo ou hipermotilidade no
interior da gaiola, estereotipias, cromodacriorreia, diarréia, perdas sanguineas
vaginais e mortes) (CHRISTIAN, 2001).

O consumo materno de racdo também foi registrado durante toda a
gestacdo. Para isso foram oferecidos a cada animal, diariamente, sempre no
mesmo horario, 25g de racdo. No dia seguinte estimou-se o0 consumo através
da diferenca de peso entre a sobra da ragdo encontrada em cada gaiola e o
que foi colocado na véspera.

O peso corporal de cada animal foi medido a cada trés dias, a partir do
primeiro até o 162 dia de prenhez. A partir dai as ratas foram pesadas
diariamente até o dia da eutanasia, sendo obtido o peso antes e apds a
remocao do trato reprodutor e seu conteudo.

A eutanasia foi realizada por exsanguinacdo total sob anestesia
(90mg/kg de ketamina e 10mg/kg de xilazina, via intraperitoneal) no 212 dia de
prenhez. No sangue obtido foi feito o hemograma. Os valores para hematimetria,
hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos e indices hematimétricos volume globular
meédio (VGM), hemoglobina globular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM) foram determinados em analisador
automatico de células hematolégicas. A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada em extensfdes sanguineas coradas com May-Grunwald-Giemsa, sendo
gue em cada extensdo foram analisadas e contadas 100 células. As dosagens
de colesteroal, triglicérides, aspartato transaminase, alanina transaminase, uréia e
creatinina foram realizadas imediatamente apds a centrifugacdo do sangue em
analisador automatico.

Os 6rgaos maternos (baco, rim, figado e timo) foram retirados, pesados

e fixados em formol Calcio de Baker para posterior analise histomorfoldgica.
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Removido o sistema reprodutor, os ovarios foram removidos, pesados e
0s corpos luteos contados com auxilio de microscépio estereoscopico. Em
cada corno uterino os implantes foram numerados da extremidade ovarica

esquerda até a direita.

5.4.2 Fetais

Cada corno uterino foi seccionado longitudinalmente, os fetos foram
retirados de seus envoltdrios e foram contadas as reabsor¢des e identificados
os fetos mortos e vivos. Foram considerados vivos os fetos que se moviam
espontaneamente ou sob o toque de uma pinca.

Os fetos foram sexados pela observacdo da distancia ano-genital e
pesados, assim como suas placentas, agrupados conforme o sexo.
Posteriormente foram sacrificados por crioanestesia, medidos individualmente
com um paquimetro e examinados para a verificacdo de malformacdes
externas (fenda palatina, labio leporino, polidactilia, extrofia cardiaca,
celossomia, anoftalmia e outros). Em seguida foram necropsiados, as visceras
abdominais e toracicas examinadas e 0s seguintes 0rgaos removidos, pesados

e fixados: cérebro, rim, figado e pulmédo (KAVLOK et al., 1982).

5.5 Ipriflavona

A ipriflavona utilizada no experimento foi produzida na China, exportada
pela empresa Nanjing Wellchem Enterprise CO., Ltd., importada pela empresa
“Deg”, lote numero 061005 (DCB: 03913.01-5; CAS: 35212-22-7; codigo:
1,1131-0; fracdo n° 534068 28/12/06; origem e procedéncia: China.

5.6 Procedimento estatistico

Os dados obtidos foram analisados através do teste ANOVA, seguido do
teste de Dunnett. Para dados ndo homocedasticos e sem distribuicdo normal,
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foi usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Mann-Whitney. O nivel de

significancia dos testes foi de a = 0,05.

5.7 Comité de Etica na Experimentacéo Animal

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

6 RESULTADOS

Na apresentacdo dos resultados serdo sumariados os dados relativos a

mae e posteriormente aqueles referentes aos fetos.

6.1 Dados maternos
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Em nenhum dos grupos experimentais foram observados indicios
clinicos de toxicidade materna como piloerecdo, hipo ou hipermotilidade no

interior da gaiola, estereotipias, diarréia, perdas sanguineas vaginais e mortes.

A estimativa do consumo médio de racdo pelas ratas dos quatro grupos

experimentais pode ser observada na FIGURA 4.
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FIGURA 4 — Consumo (g) diario de racdo durante a prenhez de ratas dos
grupos controle e tratados 1, 2 e 3 (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspenséao
aguosa de ipriflavona respectivamente).

Os animais dos grupos tratados 1, 2 e 3 (tratados com 300, 1500 e
3000mg/kg/dose de suspensdo aquosa de ipriflavona, respectivamente) nao
apresentaram diferenca significativa no consumo de racdo em relacdo ao grupo

controle durante a prenhez (p>0.05).

Os pesos corporais maternos dos animais dos quatro grupos
experimentais, obtidos ao longo do experimento, encontram-se resumidos na
FIGURA 5.
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FIGURA 5 — Peso corporal (g) durante a prenhez de ratas dos grupos controle
e tratados 1, 2 e 3 (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensédo aquosa de
ipriflavona respectivamente).

P.C. Peso corrigido apds a remocao dos cornos uterinos e seu conteudo.

Durante o experimento, os animais dos grupos tratados (tratados com
300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensdao aquosa de ipriflavona
respectivamente) ndo apresentaram diferenca significativa de peso em relacéo
aos animais do grupo controle (p>0.05).

Na TABELA 1 encontram-se 0s pesos dos orgaos de ratas dos grupos

controle e tratados.

TABELA 1
Peso do figado, rins, supra-renal, baco e ovarios das ratas dos grupos controle
e tratados (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensdo aquosa de ipriflavona

respectivamente).

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
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Figado (g) 8,67 +0,89 9,04 +1,02 8,86 +0,73 8,64 +1,02
Rins (g) 1,29 +£0,10 1,30+£0,10 1,29+0,10 1,31+0,14
Supra-renal (mg) 62 + 8,39 64,6 +9,19 63,47 £ 9,31 59,64 +9,12
Bacgo (mg) 42,33 +7,99 43,50 + 8,98 41,04 + 6,13 43,53 + 4,43
Ovaérios (mQ) 70,87 + 9,64 73,20 £ 9,57 65,80 + 14,40 67,21 + 14,04

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (nUmero de casos

estudados).

N&o foi observada diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
nos orgaos das ratas tratadas com doses crescentes de ipriflavona (tratados
com 300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensao aquosa de ipriflavona

respectivamente).

Na TABELA 2 podem ser observados os resultados das analises

bioquimicas realizadas em animais dos grupos controle e tratados.

TABELA 2
Andalise bioquimica do sangue das ratas prenhes dos grupos controle e tratados
(300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensdo aquosa de ipriflavona, via oral,

respectivamente).

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
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(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)

Colesterol (mg/dl) 94,73 +14,46 100,33 +17,10 91,4 +19,66 87,43 +17,18
Triglicérides (mg/dl ) 138,8+£21,89 211,27 +63,95* 251,53 +65,20* 217,78 +49,60*
AST (U/L) 46,73 +£11,18 51,67 + 30,78 56 + 27,30 47,43 + 16,85
ALT (U/L) 34,87 £ 6,76 39,67 £6,71 35,07 +7,71 34,86 +11,80
Uréia (mg/dl) 44,67 + 8,76 42,67 £ 8,31 37 +£11,10 42,64 + 9,63
Creatinina (mg/dI) 0,73+0,14 0,63 £ 0,07 0,67 +0,10 0,62+0,12
Glicose (mg/dI) 89,62 +14,54 80,93 + 20,51 77,87 £19,91 87 £24,27

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (nUmero de casos
estudados). *p<0,05

Nota-se que a concentracdo plasmatica de triglicerideos foi
significativamente maior nos animais tratados com ipriflavona, em comparagéo
com os animais do grupo controle.

A concentracdo plasmatica de colesterol total, uréia, creatinina, glicose,
ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase) nao
apresentou diferenga significativa nos animais tratados com doses crescentes

de ipriflavona em relagéo aos animais do grupo controle.

Na TABELA 3 sédo sumariados os resultados dos indices hematoldgicos

em ratas dos grupos controle e tratados.

TABELA 3
Hemograma de ratas controle e tratadas com doses crescentes de suspensao
aguosa de ipriflavona (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensédo aquosa de

ipriflavona respectivamente).

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
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(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
Hemoglobina (mg/dL) 10,47 +0,85 9,96 +£0,30 9,98 + 0,81 9,97 +1,14
Hemataocrito (%) 30,77 +£2,44 29,35+2,06 28,10+4,30* 27,78 +2,55*
Hematimetria (x10° (cel/mm ®) 5592000 + 5092667 + 4989333 * 5143571 +
528369,5 454681,5 589375,8* 809088,8
Leucdcitos (cel/mm °) 5686,67 4140 * 3376,67 3528,57
2035,8 1069,58* 832,14* 1352,02*
Volume Corpuscular médio 10,47 +0,85 9,96+0,30 9,98+0,81 9,97 +1,14
Hemoglobina Corp. média 50,79 +£3,98 50,15+3,89 51,13+3,43 50,48 £4,59
Conc. de hb Corp. média (%) 18,76 +1,74 19,82+1,19 19,67+1,12 19,19+1,71
Bastonetes (%) 1+0 1,6 £0,89 1+0 1+0
Segmentados (%) 37,2+6,92 38,43+492 39,71+6,14 38,78+7,16
Linfécitos (%) 54,6 +8,27 52,78+4,32 51,07+7,88 50,71+7,39
Monacitos (%) 36,5+6,61 3843+492 39,71+6,14 38,78+7,16
Eosinofilos (%) 233+1,77 2,82+1,66 2,64 +150 2,7+1.77
Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (nUmero de casos

estudados). *p<0,05

De acordo com a TABELA 3, a contagem de leucdcitos nos grupos

tratados 1, 2 e 3 diferiu significativamente em relagdo ao grupo controle. Os

indices hematimétricos e a contagem especifica de leucocitos das ratas dos

grupos tratados com suspensdo aquosa de

significativamente dos animais controles.

iprifavona néo diferiram

Os animais do grupo tratado 2 (1500 mg/kg/dose de ipriflavona) tiveram

menos ceélulas vermelhas e menor hematdcrito, quando comparados aos

animais do grupo controle, enquanto que o grupo tratado 3 mostrou, apenas,
reducdo do hematocrito (TABELA 3).

6.2 Dados relativos aos fetos

O peso (g) fetal e das placentas das ratas tratadas e controles estédo

expostos na TABELA 4.
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Peso médio da ninhada e das placentas de ratas controle e tratadas com doses

crescentes de suspensdo aquosa de ipriflavona (300, 1500 e 3000mg/kg/dose

de suspensao aquosa de ipriflavona respectivamente).

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
Fetos masculinos 3,39+£0,35 3,47 £0,25 3,52+£0,32 3,41 £ 0,53
Fetos femininos 3,18 £ 0,32 3,17 £ 0,43 3,25+£0,30 3,11 £0,40
Placentas machos 0,46 + 0,05 0,45 £ 0,05 0,46 £ 0,04 0,5+0,05
Placentas fémeas 0,45 £ 0,04 0,43 £ 0,07 0,46 £ 0,06 0,46 £ 0,05

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n= numero de casos
estudados). p>0.05

N&ao foi verificada diferenca significativa em relacdo ao grupo controle

em nenhuma das variaveis analisadas na TABELA 4.

O tamanho dos fetos de sexo feminino e o peso de seus figados, rins,

pulmdes e cérebros estdo expressos na TABELA 5.

TABELA 5
Tamanho (cm) de fetos do sexo feminino e peso (mg) dos Orgaos fetais de
animais controle e tratados com doses crescentes de suspensdo aguosa de
ipriflavona (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensdo aquosa de ipriflavona,

respectivamente).
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Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
Tamanho 3,94 +0,17 3,93+0,22 3,99+0,13 3,94+ 0,22
Figado 263,27 + 37,60 258,67 +41,17 274 + 28,77 255,54 + 55,90
Rins 24,33+ 3,44 24,13 + 3,96 24,2 + 3,71 22,08 £4,01
Pulméo 104,13 +10,15 100,07 +14,22 103,53+10,98 97,46 + 16,45
Cérebro 122,73+12,81 126,6 + 15,06 123,2 + 8,90 122,85 £ 20,53

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n= ndmero de casos
estudados). p>0.05

Verifica-se que ndo houve diferenca significativa em nenhuma das
variaveis estudadas.

O tamanho dos fetos de sexo masculino e o peso de seus figados, rins,

pulmdes e cérebros estdo expressos na TABELA 6.

TABELA 6
Tamanho (cm) de fetos do sexo masculino e peso (mg) dos orgaos fetais de

animais controle e tratados com doses crescentes de suspensdo aguosa de
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ipriflavona (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensao aquosa de ipriflavona,
respectivamente).

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
Tamanho 4,03+0,17 4,10+0,14 4,14 + 0,11 4,08 +0,14
Figado 269,6 + 38,10 272,73 +48,25 285 + 39,07 267,92 + 48,02
Rins 26,27 £ 4,04 25,07 £5,31 26,4 + 3,13 23,15 +5,93
Pulmé&o 114,13 £15,07 109,53+18,28 115,67 £11,70 103,31+10,72
Cérebro 128,57 £ 14,46 129,07 £16,19 127,27 +12,80 128,46+ 11,54

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n= numero de casos
estudados). p>0.05

Observa-se que nao houve diferenga significativa em nenhuma das
variaveis estudadas.
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Andlises bioquimicas em ratas wistar prenhes tratadas com
suspensao aquosa de ipriflavona
BELLEI, P.M.}; SANTOS, T.R.%; TERRA, M.M.%; MARQUES*, R.M.%; GUERRA,
M.O.%; PETERS, V.M.}
1- Mestrando em Ciéncias Biolégicas — Biologia e Comportamento Animal /
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) 2- Bolsistas de Iniciacdo
Cientifica do Centro de Biologia da Reproducdo / UFJF 3- Pesquisadoras do
Centro de Biologia da Reproducéo / UFJF.

Introducdo: A ipriflavona é um flavondide sintético, derivado da soja, que
possui estrutura quimica semelhante ao estradiol, sendo amplamente utilizado
na prevencdo da osteoporose. E metabolizada por oxidagéo no figado e sua
excrecado é feita, principalmente, pela via urinaria. Nao foram encontrados
estudos sobre a acao da ipriflavona nas variaveis bioguimicas do sangue de
animais, mas em mulheres € demonstrado que uma alimentacao rica em soja
causa diminuicdo do colesterol total, do LDL-col e dos triglicerideos. Obijetivo:
Verificar o efeito da administracdo da suspenséo aquosa de ipriflavona a ratas
prenhes, durante o periodo de fetogénese, sobre a bioquimica hepatica, renal,
concentracdo de colesterol, triglicérides e glicose. Metodologia: Ratas no 12
dia po6s-coito (pc) provenientes do Biotério do CBR/UFJF e mantidas em
condicbes controladas de temperatura, umidade e ventilacdo, foram
distribuidas, aleatoriamente, em um grupo controle - C (1ml de agua destilada)
e trés tratados T1, T2 e T3 que receberam, respectivamente, 300 ; 1500 e
3000mg/kg de ipriflavona, via intragastrica, nos dias 16 a 20 pc. Os animais
foram eutanaziados no 212 dia pc por exsanguinacdo total sob anestesia
(Xilazina + Ketamina). No sangue foram medidos: colesterol, triglicérides,
transaminases hepaticas (AST e ALT), uréia, creatinina e glicose. Estatistica:
ANOVA seguida de teste de Dunnet (a =0.05), se ndo houvesse violacdo dos
principios de homocedasticidade e distribuicdo normal, caso contrario foi
usado teste de Kruskal-Wallis, seguido de Mann-Whitney. O procedimento

experimental foi aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
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Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo n® 024/2008) Resultado:

Houve aumento significativo (p<0,05) da concentragcdo plasmatica de
triglicérides no grupo T1 (211,27 + 63,95), T2 (251,53 + 65,20) e T3 (217,78 +
49,60) em relacdo ao Controle (217,78 = 49,60). Conclusédo: Apesar de
estudos mostrarem que a alimentacao rica em soja acarreta uma diminui¢cdo do
colesterol total, do LDL-col e dos triglicerideos, em ratas prenhes, do presente
estudo, a ipriflavona causou aumento na concentracdo de triglicérides.
Financiamento: Rede Mineira de Ensaios Toxicolégico s e Farmacolégicos

de Produtos Terapéuticos 173/08 e Rede Mineira de B ioterismo 172/08 -
FAPEMIG
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Perfil hematoldgico de ratas wistar prenhes tratadas com suspenséo
aquosa de ipriflavona
BELLEI, P.M.%; SANTOS, T.R.>, TERRA, M.M.?; PONTE*, T.F.%; GUERRA,
M.O.%;, PETERS, V.M.%,
1- Mestrando em Ciéncias Biol6gicas — Biologia e Comportamento Animal /
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) 2- Bolsistas de Iniciacdo
Cientifica do Centro de Biologia da Reproducéo / UFJF. 3- Pesquisadoras do
Centro de Biologia da Reproducéo / UFJF.

Introducdo: A ipriflavona, um flavondide sintético derivado da soja, possuli
estrutura quimica semelhante ao estradiol e sua acéo terapéutica principal é a
prevencao e tratamento da osteoporose. Seu metabolismo ocorre por oxidacao
no figado e a excrecdo principalmente pela via urinaria, biliar e fecal. Foi
verificado que a ipriflavona induziu linfocitopenia em significativo niumero de
mulheres. Em outro estudo, porém, é sugerido que ingestdo moderada de
ipriflavona e outras isoflavonas da soja, ndo s6 causariam linfocitopenia, como
também corrigiriam a leucocitose resultada de deficiéncias hormonais
ovarianas. Objetivo: O presente trabalho procurou verificar o efeito da
administracdo da suspensdo aquosa de ipriflavona, administrada a ratas
prenhes no periodo de fetogénese, sobre o0s componentes sanguineos.
Metodologia: Ratas no 1° dia pds-coito (pc) provenientes do Biotério do
CBR/UFJF e mantidas em condi¢cdes controladas de temperatura, umidade e
ventilacdo, foram distribuidas, aleatoriamente, em um grupo controle - C (1ml
de agua destilada) e trés tratados T1, T2 e T3 que receberam,
respectivamente, 300 ; 1500 e 3000mg/kg de ipriflavona, via intragastrica, nos
dias 16 a 20 pc. Os animais foram eutanaziadas no 21% dia pc por
exsanguinacdo total sob anestesia (Xilazina + Ketamina). Variaveis:
Hemograma completo. Estatistica: ANOVA seguida de teste de Dunnet (a
=0.05), se ndo houvesse violacdo dos principios de homocedasticidade e
distribuicdo normal, caso contrario foi usado teste de Kruskal-Wallis, seguido
de Mann-Whitney. Aprovacio no Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo n°® 024/2008) Resultado:
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Os animais do grupo T2 tiveram menos ceélulas vermelhas (4989333 =+
589375,8) em comparacdo com os controles (5592000 + 528369,5). O
Hematocrito das ratas, dos grupos T2 (28,1 + 4,30) e T3 (27,78 £ 2,55), foi
significativamente menor (p<0,05) que o dos animais do grupo controle (30,77
+ 2,44). Conclusdo: No modelo experimental utilizado, a solucdo aquosa de
ipriflavona parece diminuir o hematocrito dos animais tratados com as maiores
doses de ipriflavona (1500 e 3000mg/Kg). Financiamento: Rede Mineira de
Ensaios Toxicologicos e Farmacolégicos de Produtos Terapéuticos
173/08 e Rede Mineira de Bioterismo 172/08 - FAPEMI G
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Desenvolvimento fetal em ratas expostas a ipriflavona

BELLEI, P.M.;; SANTOS, T.R.% TERRA, M.M.%; MARQUES, R.M.%; PONTE*,
T.F.2, GUERRA, M.0.%, PETERS, V.M.?

1-Mestrando em Ciéncias Biologicas — Biologia e Comportamento Animal /
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) 2-Bolsistas Iniciacdo Cientifica do
Centro de Biologia da Reproducdo/UFJF 3-Pesquisadoras do Centro de
Biologia da Reproducao / UFJF.

Introducéo : No periodo de fetogénese, completa-se a formacdo do sistema
nervoso e de genitais externos e ocorre crescimento fetal, que podem ser
lesados pela exposicdo a agentes toxicos. Fitoterapicos e fitofarmacos muitas
vezes sao utilizados sem os cuidados necessarios por serem produtos naturais,
considerados inofensivos. A ipriflavona, um flavonoide sintético derivado da
Soja, possui estrutura quimica semelhante ao estradiol, efetiva na prevencao e
tratamento da osteoporose. Por apresentar atividade estrogénica e inibir a
proliferacdo e sintese de DNA em células 0sseas, a ipriflavona pode interferir
no crescimento e desenvolvimento fetal. Objetivo: O presente trabalho buscou
verificar o efeito da suspensdo aquosa de ipriflavona no desenvolvimento de
fetos de ratas Wistar expostas ao produto no periodo da fetogénese.
Metodologia : Ratas no 12 dia pés-coito (pc) provenientes do Biotério do
CBR/UFJF e mantidas em condi¢cdes controladas de temperatura, umidade e
ventilacdo, foram distribuidas, aleatoriamente, em um grupo controle - C (1ml
de agua destilada) e trés tratados T1, T2 e T3 que receberam,
respectivamente, 300 ; 1500 e 3000mg/kg de ipriflavona, via intragastrica, nos
dias 16 a 20 pc. Os animais foram eutanaziados no 21% dia pc por
exsanguinacao total sob anestesia (Xilazina + Ketamina). Variaveis analisadas:
comprimento fetal e peso corporal e de placentas. Peso de cérebro, figado, rins
e pulmao fetais. Estatistica: ANOVA seguida de teste de Dunnet (a =0.05), se
ndo houvesse violacdo dos principios de homocedasticidade e distribuicdo
normal, caso contrério foi usado teste de Kruskal-Wallis, seguido de Mann-
Whitney. O procedimento experimental foi aprovado no Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo n°
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024/2008). Resultado : Nao foi verificada diferenca significativa em nenhuma
das variadveis estudadas. Conclusdao : No modelo experimental utilizado, a
ipriflavona ndo causou alteragdes significativas no desenvolvimento fetal.
Financiamento: Rede Mineira de Ensaios Toxicolégico s e Farmacolégicos

de Produtos Terapéuticos 173/08 e Rede Mineira de B ioterismo 172/08 —
FAPEMIG.
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APENDICE B - ARTIGO DESENVOLVIDO

DESENVOLVIMENTO FETAL EM RATAS WISTAR TRATADAS COM
IPRIFLAVONA DURANTE A FETOGENESE

Pedro Martins Bellei, Martha de Oliveira Guerra, Vera Maria Peters
Centro de Biologia da Reproducéo, Universidade Federal de Juiz de Fora,
Caixa Postal 328, CEP 36001-970 Juiz de Fora, MG, Brasil

INTRODUCAO:

A ipriflavona  (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona) €é uma
isoflavona sintética derivada da daidzeina, encontrada em grdos de soja e
derivados, sendo comercializada com a finalidade de prevenir e/ou tratar a
osteoporose (GARRIDO et al., 2003; BONILLA, 2004; PINTO et al., 2006;
ZHANG et al., 2009).

Foi verificado in vitro que a ipriflavona (IP) induziu a apoptose em células
epiteliais gastricas (TANI et al., 2004), e inibiu a proliferacédo e sintese de DNA
de células tumorais 0sseas (IWASAKI et al., 2002). Em estudos prévios, ainda
nao publicados, realizado por Fernandes e col. (2008), foi observado que a
ipriflavona exerceu efeito antimplantacdo em blastocistos de ratas Wistar.

Estudos com a daidzeina, precursora da Ipriflavona, mostram efeito
antimplantacdo em ratas (WU et al.,, 2005) e reducdo da producdo de
progesterona em células trofoblasticas humanas (RICHTER et al., 2009).
Também se sabe que a genisteina, estruturalmente semelhante a ipriflavona,
exerce efeitos lesivos no blastocisto de camundongos, cultivados in vitro (induz
a apoptose, diminui o numero de células, retarda o desenvolvimento poés-

implantagdo e aumenta incidéncia de morte precoce de blastocistos) e in vivo
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(induz apoptose e inibe a proliferacdo celular do blastocisto) (CHAN et al.,
2007).

Sendo a fetogénese um periodo do desenvolvimento embrionario
caracterizado por intensa mitose e proliferacdo celular; e onde a apoptose é
extremamente importante para o remodelamento na formacdo de o6rgaos e
tecidos de sistemas fetais (WOLPERT, 1998; MOORE e PERSAUD 2004,
PAUMGARTTEN, 2009), a IP poderia interferir no desenvolvimento fetal,
causando retardo de crescimento intra-uterino, uma das altera¢des observadas
em fetos cujas maes foram expostas a xenobidticos no periodo de fetogénese
(MANSON et al., 1994; CHRISTIAN, 2001; ERGAZ et al., 2005).

Dada a grande utilizacao da IP na prevencgao de osteoporose (PINTO et
al., 2006; ZHANG et al., 2009); a escassez de informacdes a respeito do seu
efeito na reproducdo; o efeito apoptotico (TANI et al.,, 2004) e inibidor da
sintese de DNA (IWASAKI et al.,, 2002); e considerando que a daidzeina,
precursora da IP diminui a producédo de progesterona (RICHTER et al., 2009)
fica evidente a necessidade de estudar o efeito da IP no desenvolvimento fetal,
que foi o objetivo do presente estudo no qual ratas foram tratadas com solucéo

aguosa de lpriflavona durante o periodo de fetogénese.

MATERIAL E METODOS:

Ipriflavona:

A ipriflavona utilizada no experimento foi produzida na China, exportada
pela empresa Nanjing Wellchem Enterprise CO., Ltd., importada pela empresa
“Deg”, lote numero 061005 (DCB: 03913.01-5; CAS: 35212-22-7; codigo:
1,1131-0; fracdo n° 534068 28/12/06; origem e procedéncia: China

Animais:

Foram usadas 60 ratas Wistar (Rattus norvergicus Berkenhout, 1769)
com 180+15 g de peso, nuliparas e nuligestas, com trés meses de idade,
obtidas na colonia do Centro de Biologia da Reproducéo (CBR) — Universidade
Federal de Juiz de Fora. Durante o experimento os animais foram alojados

individualmente em microisoladores Alesco®, com temperatura de 22°,
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umidade relativa de 50-60% e 12h de ciclo claro/escuro. Os animais recebiam

25g de racao comercial Nuvilab® por dia e agua ad libitum.

Desenho experimental:

Os animais foram acasalados no sistema poligamico, com machos de
fertilidade previamente comprovada, ao final da tarde (17:00h), na proporcao
de 3 fémeas:1 macho. Na manhad seguinte, identificaram-se o0s animais
inseminados pela presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal, sendo
este dia designado o dia 1 pés-coito (p.c.) (KATO et al., 1979).

As ratas prenhes foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos,
cada grupo contendo 15 animais: Tratados I, Il e Ill e Controle. Os grupos
Tratados |, 1l e lll receberam, respectivamente, via intragastrica, duas vezes ao
dia (7 e 19h), 1mL de suspensao aquosa de ipriflavona, nas doses de 300,
1500 e 3000mg/kg/dose (dose terapéutica, 5 vezes e 10 vezes a dose indicada
para uso humano). As ratas do grupo Controle receberam, pela mesma via,
1mL de &gua destilada. Este procedimento foi realizado do 162 ao 202 dia de

prenhez, via intragastrica, por gavagem, as 6:00h e 18:00h.

Variaveis maternas:

As ratas prenhes foram observadas diariamente para a avaliacdo de
sinais clinicos de toxicidade materna (piloerecéo, hipo ou hipermotilidade no
interior da gaiola, estereotipias, cromodacriorreia, diarréia, perdas sanguineas
vaginais e mortes) (CHRISTIAN, 2001).

O consumo materno de racdo também foi registrado durante toda a
gestacdo. Para isso foram oferecidos a cada animal, diariamente, sempre no
mesmo horario, 25g de ragcdo. No dia seguinte estimou-se 0 consumo atraves
da diferenca de peso entre a sobra da ragdo encontrada em cada gaiola e o
que foi colocado na véspera.

O peso corporal de cada animal foi medido a cada trés dias, a partir do
primeiro até o 162 dia de prenhez. A partir dai as ratas foram pesadas
diariamente até o dia da eutanasia, sendo obtido o peso antes e apds a
remocao do trato reprodutor e seu conteudo.

A eutanasia foi realizada por exsanguinacdo total sob anestesia

90mg/kg de ketamina e 10mg/kg de xilazina, via intraperitoneal) no 212 dia de
(90mg/kg a/kg p
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prenhez. No sangue obtido foi feito o hemograma. Os valores para hematimetria,
hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos e indices hematimétricos volume globular
médio (VGM), hemoglobina globular média (HCM) e concentragcdo de
hemoglobina globular média (CHGM) foram determinados em analisador
automatico de células hematoldégicas. A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada em extensfdes sanguineas coradas com May-Grunwald-Giemsa, sendo
gue em cada extensdo foram analisadas e contadas 100 células. As dosagens
de colesteroal, triglicérides, aspartato transaminase, alanina transaminase, uréia e
creatinina foram realizadas imediatamente apds a centrifugacdo do sangue em
analisador automatico.

Os drgaos maternos (baco, rim, figado e timo) foram retirados, pesados

e fixados em formol Calcio de Baker para posterior analise histomorfoldgica.

Removido o sistema reprodutor, os ovarios foram removidos, pesados e
0s corpos luteos contados com auxilio de microscépio estereoscopico. Em
cada corno uterino os implantes foram numerados da extremidade ovarica
esquerda até a direita.

Cada corno uterino foi seccionado longitudinalmente, os fetos foram
retirados de seus envoltdrios e foram contadas as reabsor¢des e identificados
os fetos mortos e vivos. Foram considerados vivos os fetos que se moviam
espontaneamente ou sob o toque de uma pinca.

Os fetos foram sexados pela observacdo da distancia ano-genital e
pesados, assim como suas placentas, agrupados conforme o sexo.
Posteriormente foram sacrificados por crioanestesia, medidos individualmente
com um paquimetro e examinados para a verificacdo de malformacdes
externas (fenda palatina, labio leporino, polidactilia, extrofia cardiaca,
celossomia, anoftalmia e outros). Em seguida foram necropsiados, as visceras
abdominais e toracicas examinadas e 0s seguintes 6rgaos removidos, pesados

e fixados: cérebro, rim, figado e pulmédo (KAVLOK et al., 1982).
Analise estatistica:
Todos os dados foram analisados com o auxilio do software “Statistical

Package for the Social Sciences” (SPSS) 13.0. Os dados obtidos foram

analisados atraves do teste ANOVA, seguido do teste de Dunnett. Para dados
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nao homocedasticos e sem distribuicdo normal, foi usado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido de Mann-Whitney. O nivel de significancia dos testes foi de a =
0,05

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimenta¢do Animal

da Universidade Federal de Juiz de Fora sob protocolo n°® 024/2008.

RESULTADOS:

Nenhuma rata apresentou sinais clinicos de toxicidade materna e néo foi
verificada nenhuma morte. O GRAFICO 1 mostra a média do consumo de
racdo durante a gestacdo, ndo evidenciando diferenca significativa entre os
grupos. Também nao foi verificada diferenca significativa de ganho de peso
corporal entre o grupo controle e os grupos tratados com IP durante o
experimento (GRAFICO 2).

N&o foram verificadas diferencas significativas entre os pesos de figado,
rins, supra-renal e ovarios das ratas tratadas com IP (TABELA 1) ou diferencas
significativas em relacdo a proporcdo de reabsor¢cdes, numero de corpos
luteos, de implantes e de fetos vivos (TABELA 2).

Na tabela 3, onde sdo expressos os dados referentes as analises
bioguimicas, pode-se observar aumento na concentracdo plasmatica de
triglicérides das ratas tratadas com doses crescentes de suspensao aquosa de
ipriflavona. Com relacédo ao hemograma (TABELA 4), a contagem de leucocitos
nos grupos tratados 1, 2 e 3 diferiu significativamente em relacdo ao grupo
controle. Os animais do grupo tratado 2 (1500 mg/kg/dose de ipriflavona)
tiveram menos células vermelhas e menor hematdcrito, quando comparados
aos animais do grupo controle, enquanto que o grupo tratado 3 mostrou,
apenas, reducao do hematacrito.

A TABELA 5 mostra as variaveis fetais analisadas. O peso das ninhadas
e das placentas foram semelhantes em todos os grupos. Os tamanhos, pesos
corporais e dos 6rgaos dos fetos do sexo feminino e masculino ndo diferiram
significativamente entre os grupos. Nao foram observadas malformacdes

externas em nenhum dos fetos examinados.
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GRAFICO 1 — Consumo (g) diario de racdo durante a prenhez de ratas dos

grupos controle e tratados 1, 2 e 3 (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspenséo

aguosa de ipriflavona respectivamente).
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GRAFICO 2 — Peso corporal (g) durante a prenhez de ratas dos grupos

controle e tratados 1, 2 e 3 (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspenséao

aguosa de ipriflavona respectivamente).

P.C. Peso corrigido apds a remocao dos cornos uterinos e seu conteudo.
TABELA 1

Peso do figado, rins, supra-renal, baco e ovarios das ratas dos grupos controle

e tratados (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensdo aquosa de ipriflavona

respectivamente) do 162 ao 202 dia de prenhez.

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
Figado (g) 8,67 £ 0,89 9,04 £1,02 8,86 £ 0,73 8,64 £1,02
Rins (g) 1,29+0,10 1,30+0,10 1,29 +0,10 1,31+ 0,14
Supra-renal (mg) 62 £ 8,39 64,6 £9,19 63,47 £9,31 59,64 £9,12
Bacgo (mg) 42,33 £7,99 43,50 + 8,98 41,04 £ 6,13 43,53 + 4,43
Ovarios (mg) 70,87 +9,64 73,20 £ 9,57 65,80 + 14,40 67,21 £ 14,04

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (nUmero de casos
estudados). p>0,05

TABELA 2
Proporcdo de reabsor¢cbes, nUmero de corpos lateos, implantes e fetos vivos
das ratas dos grupos controle e tratados (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de

suspensao aquosa de ipriflavona, via oral, respectivamente).

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
Proporcéo de
reabsorcoes (%)* 4,4 (7/159) 3,2 (5/156) 6 (9/149) 5,4 (7/130)
Corpos luteos 12,3+14 12+1,36 11,13+£1,96 11,28+1,32
Implantes 11,4 +£2,29 10,4+1,76 9,93+1,62 9,28 +2,95
Fetos vivos 10,33+ 3,31 10,00 £ 1,65 9,33+1,88 8,71+2,87

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (nUmero de casos

estudados). p>0,05
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* % / grupo
( ) Reabsor¢des/implantes x 100

TABELA 3
Andlise bioquimica do sangue das ratas prenhes dos grupos controle e tratados

(300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensdo aquosa de ipriflavona, via oral,

respectivamente).
Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)

Colesterol (mg/dl) 94,73+ 14,46 100,33+17,10 91,4 £ 19,66 87,43 +17,18
Triglicérides (mg/dl) 138,8 +21,89 211,27 +£63,95* 251,53 +65,20* 217,78 +49,60*
AST (U/L) 46,73 +£11,18 51,67 +30,78 56 + 27,30 47,43 £ 16,85
ALT (U/L) 34,87 £ 6,76 39,67 £6,71 35,07 +7,71 34,86 +£11,80
Uréia (mg/dl) 44,67 + 8,76 42,67 £ 8,31 37 +£11,10 42,64 £ 9,63
Creatinina (mg/dl) 0,73+0,14 0,63 £ 0,07 0,67 £0,10 0,62 +0,12
Glicose (mg/dl) 89,62 +14,54 80,93 + 20,51 77,87 £19,91 87 + 24,27

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (nUmero de casos
estudados). *p<0,05



TABELA 4

Hemograma de ratas controle e tratadas com doses crescentes de suspensao
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aquosa de ipriflavona (300, 1500 e 3000mg/kg/dose de suspensdo aquosa de

ipriflavona respectivamente).

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
(n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
Hemoglobina (mg/dL) 10,47+0,85 9,96+0,30 9,98+0,81 9,97 £1,14
Hematdcrito (%) 30,77 £2,44 29,35+2,06 28,10+4,30* 27,78 +2,55*
Hematimetria (x10° (cel/mm®) 5592000 + 5092667 + 4989333 + 5143571 +
528369,5 454681,5 589375,8* 809088,8
Leucdcitos (cel/mm?) 5686,67 + 4140 + 3376,67 + 3528,57 +
2035,8 1069,58* 832,14* 1352,02*
Volume Corpuscular médio 10,47+0,85 9,96+0,30 9,98+0,81 9,97+1,14
Hemoglobina Corp. média 50,79 +3,98 50,15+3,89 51,13+3,43 50,48 +4,59
Conc. de hb Corp. média (%) 18,76 +1,74 19,82+1,19 19,67+1,12 19,19+1,71
Bastonetes (%) 1+£0 1,6 £0,89 1+£0 1+0
Segmentados (%) 37,2+6,92 38,43+4,92 39,71+6,14 38,78+7,16
Linfécitos (%) 54,6 £+8,27 52,78+4,32 51,07+7,88 50,71+ 7,39
Mondécitos (%) 36,5+6,61 3843+4,92 39,71+6,14 38,78+7,16
Eosindfilos (%) 2,33+1,77 2,82+166 2,64+1,50 2,7+1,77

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (nUmero de casos

estudados). *p<0,05
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TABELA 5
Peso médio de fetos (g), placentas (g), tamanho (cm) e peso de 6érgaos fetais
divididos por sexo obtidos de ratas controle e tratadas com doses crescentes
de suspensdo aquosa de ipriflavona (300, 1500 e 3000mg/kg/dose,

respectivamente)
Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
Variaveis (n=15) (n=15) (n=15) (n=14)
M F M F M F M F

Fetos 3,39+ 3,18 + 3,47 3,17 3,52 + 3,25+ 3,41 + 3,11+

0,35 0,32 0,25 0,43 0,32 0,30 0,53 0,40
Placentas 0,46 0,45 + 0,45+ 0,43 0,46 + 0,46 0,5 0,46

0,05 0,04 0,05 0,07 0,04 0,06 0,05 0,05
Tamanho 4,03 3,94 + 4,10 £ 3,93+ 4,14 + 3,99 + 4,08 + 3,94 +

0,17 0,17 0,14 0,22 0,11 0,13 0,14 0,22

Figado 269,6 + 263,27+ 272,73+ 258,67 * 285+ 274 + 267,92+ 255,54 +
38,10 37,60 48,25 41,17 39,07 28,77 48,02 55,90

Rins 26,27+ 24,33% 25,07 24,13 + 26,4 + 24,2 + 23,15 % 22,08 £
4,04 3,44 5,31 3,96 3,13 3,71 5,93 4,01

Pulméo 114,13 104,13+ 109,53+ 100,07+ 115,67+ 103,53+ 103,31+ 97,46+
+ 15,07 10,15 18,28 14,22 11,70 10,98 10,72 16,45

Cérebro 128,57 122,73+ 129,07+ 126,6+ 127,27+ 123,2+ 128,46+ 122,85%
+ 14,46 12,81 16,19 15,06 12,80 8,90 11,54 20,53

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n= numero de casos
estudados). p>0.05

DISCUSSAO:
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Toxicidade materna € definida como alteracbes temporarias ou
permanentes na fisiologia materna — que podem alterar o desenvolvimento
embriofetal e pos-natal (KHERA 1985). A toxicidade materna pode ser
observada por diferentes alteracdes clinicas, como diminuicdo de peso
corporal, alterac6es locomotoras, diarréia, piloerecdo e reducdo do consumo de
agua e alimento e mortes (KHERA 1984; KHERA 1987; PINTO et al., 2007). No
presente estudo ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade materna,
sugerindo que a IP ndo foi toxica para as ratas, entretanto, foram encontradas
alteracdes hematoldgicas e bioquimicas.

Segundo estudos anteriores, realizados em mulheres ndo gravidas, uma
dieta rica em isoflavonas diminui a concentragdo plasmética de colesterol total
e triglicérides (VINCENT e FITZPATRICK, 2000; CEDERROTH e NEF, 2009),
dados que discordam do que se observou com a IP no presente trabalho. Os
dados em humanos referem-se a isoflavonas, generalizadamente, enquanto
que nesse ensaio foi utilizada somente a IP. Sosic¢-Jurjevi¢c et al. (2007)
demonstraram em ratos, que a daidzeina, precursora da IP, aumentou o nivel
sérico de triglicérides. Dessa forma, é possivel sugerir que a IP aumente a
concentracéo de triglicérides em ratas prenhes, sendo esse o primeiro relatado
na literatura sobre o efeito da IP durante a gestagéo.

N&o foram encontrados dados na literatura que permitissem explicar a
leucopenia em animais tratados com I[P, e considerando que a contagem
especifica de leucdcitos ndo apresentou alteracdo significativa € possivel que
se deva a grande variabilidade na contagem dos leucdcitos, ja apresentada por
outros autores, sem significado patologico (LABORDE et al., 1999).

Hematdcrito e hematimetria reduziram-se nos animais que receberam a
dose intermediaria (1500 mg/kg/) de ipriflavona, quando comparados aos
animais do grupo controle, enquanto que o grupo que recebeu a maior dose
mostrou reducdo do hematdcrito, entretanto os valores de hemoglobina, CHGM
e HGM nao diferiram em relacdo ao controle, tornando-se dificil explicar as
razdes para tais dados.

Na fetogénese, ocorre basicamente o rapido crescimento do corpo e a
diferenciacdo de Orgaos, tecidos e sistemas, resultando num ganho de peso e
crescimento corporal muito grande (MOORE e PERSAUD, 2004;
PAUMGARTTEN, 2009). Sendo caracteristicos deste periodo a histogénese,
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maturacdo funcional e crescimento. Por ser um processo determinado por uma
complexa relacdo de fatores (genéticos, imunoldgicos, enddcrinos, nutricionais
e vasculares), qualquer alteragdo em algum destes processos poderia levar a
uma alteracdo no desenvolvimento fetal (CAMPBEL, 1976).

A morte celular seletiva, conhecida como apoptose, € um mecanismo,
controlado geneticamente que esta envolvido na morfogénese de sistemas,
orgaos e tecidos na fetogénese (WOLPERT, 1998; MOORE e PERSAUD 2004;
JESEK e KOZINA, 2009). Na formacdo dos membros nos vertebrados, a
apoptose € essencial para a separacdo dos digitos. Assim como na formacéo
do sistema nervoso, onde a apoptose causa uma extensa morte de neurdnios
(WOLPERT, 1998). A IP, através da inducdo de apoptose (TANI et al., 2004),
poderia potencializar aquele efeito, causando reducdo da massa encefélica, o
que nao foi observado no presente trabalho. Entretanto, o trabalho n&o
acompanhou o desenvolvimento pds-natal, ndo sendo possivel garantir que
nao tenha havido algum problema com o desenvolvimento neural.

Foi observado que a daidzeina administrada de forma subcutanea,
apresentou efeito antimplantacdo em blastocistos de ratas, diminuindo o nivel
sérico de GnRH, progesterona e dos horménios gonadotropicos (FSH e LH),
interferindo no eixo hipotadlamo hipofisario (WU et al., 2005). Também foi visto
que a genisteina e a daidzeina reduzem a producdo de progesterona nas
células trofoblasticas humanas, provavelmente devido ao bloqueio dos
receptores de estrogeno causado pelos fitoestrogenos (RICHTER et al., 2009).

Pelo fato da ipriflavona ser um derivado sintético estruturalmente
parecida com a daidzeina (ZHANG et al., 2009), e esta afetar a producéao de
progesterona, a ipriflavona poderia ser prejudicial ao desenvolvimento fetal.
Porém, de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, a
ipriflavona, nas doses utilizadas, ndo alterou o desenvolvimento fisico fetal.

Entre os fatores que podem alterar o crescimento e desenvolvimento
fetal, os fatores genéticos podem ser responsaveis pelo chamado “Retardo de
Crescimento Intra Uterino” (RCIU). O RCIU é causado por alteragcdes nos
processos de divisdo celular que levam ao crescimento corporal e
diferenciacdo de oOrgédos, tecidos e sistemas (ERGAZ et al., 2005; BURDAN,

2003), ocasionando o0 desenvolvimento de orgdos hipotrofiados,
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hipofuncionais e deficiéncia no crescimento intrauterino (CHRISTIAN 2001;
MOORE e PERSAUD, 2004; ERGAZ et al., 2005).

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

Com os dados obtidos pode-se concluir que a administracdo de 300,
1500 e 3000mg/Kg/dose de suspenséao aquosa de Ipriflavona durante o periodo
de fetogénese de ratas n&do causou toxicidade materna nem alteragdo no

crescimento e desenvolvimento fetal.
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