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AvALIAçãO DO POTeNcIAL INTeRcePTIvO DA 
IPRIfLAvONA em RATAs WIsTAR
Evaluation of thE PotEntial of intErcEPtivE iPriflavonE in Wistar rats

Eduardo siqueira fernandes*, tatianne rosa dos santos**, tânia toledo de oliveira***, Martha de oliveira Guerra****, vera Maria Peters#, amaury 
teixeira leite andrade##

Resumo

A ipriflavona possui efeito inibitório sobre o citocromo p450 e sobre a proliferação do DNA, interferindo na síntese 
de hormônios estereoidianos, e consequente interferência no transporte e desenvolvimento pré-implantacional e na 
implantação do blastocisto. consumidos em altas doses pode acarretar abortamentos e malformações. Para verificar a 
embriotoxicidade da ipriflavona durante as fases de transporte tubário e implantação do blastocisto de ratas, ratas Wistar 
prenhes foram tratadas duas vezes ao dia com 1mL de suspensão aquosa de ipriflavona, nas doses de 0 (c), 300 (T1), 
1500 (T2) e 3000 (T3) mg/kg/dose, durante os oito primeiros dias de prenhez com eutanásia no 14o dia. Indícios de 
toxicidade foram avaliados por análises hematimétricas, bioquímicas e comportamentais. foram contados fetos vivos, 
mortos e reabsorvidos (inicial e tardiamente). Os animais não apresentaram sinais clínicos de toxicidade. Índice de 
implantação e perdas pré-embrionária sofreram interferência do uso da ipriflavona. Dados apontam para um efeito 
estrogênico da ipriflavona, observados na interferência da implantação do blastocisto de ratas Wistar.
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abstRact

Ipriflavone has inhibitory effect on the cytochrome p450 and the proliferation of DNA, interfering with hormone 
synthesis estereoidianos, and consequent interference with the transport and preimplantation development and 
implantation of the blastocyst. consumed in high doses can cause miscarriages and malformations. To verify the 
embryotoxicity of ipriflavone during the phases of tubal transport and implantation of the blastocyst in rats, Wistar 
rats were treated twice daily with 1 mL of aqueous suspension of ipriflavone at doses of 0 (c), 300 (T1), 1500 (T2) 
and 3000 (T3) mg / kg / dose during the first eight days of pregnancy with euthanasia on day 14. signs of toxicity 
were characterized by hematological, biochemical and behavioral. Live fetuses were counted, dead and resorbed 
(early and late). The animals showed no clinical signs of toxicity. Index pre-implantation embryo and losses suffered 
interference from the use of ipriflavone. Data point to an estrogenic effect of ipriflavone, due to interference in 
blastocyst implantation in Wistar rats.
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1 Introdução

Nos últimos anos têm-se disseminado a idéia de que constituintes 
de plantas com uma estrutura fenólica similar aos estrogênios, 
conhecidos como fitoestrogênios (fe), seriam alternativas naturais 
à terapia de reposição hormonal da menopausa (TRHm). 
conseqüentemente existe um movimento global incentivando o 
consumo de alimentos ricos em fe e de comprimidos de extratos 
concentrados de isoflavonas (cLAUPAUcH et al., 2002). A 
este constituinte é atribuído diversas ações, como por exemplo, 
anticarcinogênica, antiviral, antioxidante e anti-inflamatória 
(HARBONe et al., 2000; HAvsTeeN, 2002). A ipriflavona, um 
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flavonóide com atividade estrogênica comprovada, se destaca em 
estudos recentes por seu potencial na prevenção da osteoporose visto 
através da inibição da reabsorção óssea (cHAmBO fILHO et al., 
2000; HeAD, 1999; YAmAZAKI, 1986).

As isoflavonas incluem a genisteína, daidzeína, gliciteína, 
biochanina A e formononetina. Na maioria das plantas são 
encontradas na forma de glicosídeos (genistina e daidzina), isto é, 
ligadas a uma molécula de açúcar. No intestino, onde a genistina 
é metabolizada por ação de enzimas bacterianas, perde o resíduo 
de açúcar e transforma-se na forma mais ativa que é agliconada 
(genisteína). A ipriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-
ona) é um derivado sintético da isoflavona daidzeína e que apresenta 
estrutura química similar ao estradiol, assim, se une aos receptores 
de estrógenos, simulando seu efeito hormonal. 

Utilizada por via oral, a ipriflavona é bem absorvida pelo 
intestino delgado, fígado, rins, pulmões e gordura e extensivamente 
metabolizada por oxidação no fígado, resultando em sete metabólitos 
diferentes (mOON et al., 2007). É excretada por via biliar, fecal e 
urinária e atinge nível sérico máximo em ratos em 1,5h possuindo 
meia-vida de 5,8h (LÉvAI et al., 1989; YOsHIDA et al., 1985). 
em cães, o pico sérico é atingido em meia hora. A eliminação dos 
metabólitos ocorre em 48h em ratos e em 72h em cães (YOsHIDA 
et al., 1985).

A dose terapêutica diária recomendada da ipriflavona é de 600mg/
kg/dia, comercializado sob a forma de cápsulas, nas concentrações 
de 200 e 300mg/kg/dose, sendo administrado, respectivamente, de 
oito em oito e de 12 em 12 horas (ANvIsA, 2007).

A ipriflavona parece exercer seus efeitos protetores do osso pela 
inibição de osteoclastos e pelo aumento da atividade osteoblástica 
sem ter um efeito estrogênico direto (HeAD, 1999). Pequenas doses 
de ipriflavona demonstraram, in vitro, otimizar a proliferação de 
osteoblastos e inibir a atividade de osteoclastos maduros. Já altas doses 
de ipriflavona inibiram a proliferação de osteoblastos, indicando ser a 
ação da ipriflavona sobre as células osteoblásticas e osteoclásticas dose-
dependente. GIOssI et al. (1996) demonstraram que os metabólitos 
da ipriflavona são capazes de inibir a reabsorção óssea através da 
inibição da estimulação paratiroideana (GIOssI et al., 1996).

A ipriflavona também seria um promissor agente contra a ação 
osteolítica da metástase tumoral óssea. Nesse caso a ipriflavona 
reduziria o número de osteoclastos no sítio do câncer ósseo. embora 
os estudos sobre a ipriflavona se concentrem principalmente em seu 
efeito benéfico sobre o turnover ósseo, há relatos de sua eficácia no 
tratamento de tumores mamários. A ipriflavona atuaria suprimindo 
diretamente o crescimento de células cancerígenas mamárias 
modulando a expressão do gene estrogênio-dependente tumoral.

Dos mecanismos de ação da ipriflavona são mencionados, 
ainda, efeito inibitório sobre o citocromo p450 – vias cYP1A1/2, 

2B1/2 e 2c11 – e inibição da proliferação do DNA, que poderiam 
interferir na síntese dos hormônios estereoidianos, por conseguinte, 
interferir no transporte e desenvolvimento pré-implantacional e na 
implantação do blastocisto (mOON et al., 2007). 

O aumento da procura por fitoterápicos por mulheres em idade 
reprodutiva na prevenção ou tratamento de doenças, principalmente 
por produtos derivados da soja, evidencia a necessidade de se 
estabelecer a segurança desses produtos. Principalmente quanto à 
interferência na fisiologia da reprodução, uma vez que pode acarretar 
embriotoxicidade – por mutagenicidade e/ou genotoxicidade, 
principalmente se consumidos em altas doses – e levar a distúrbios 
como abortamentos e malformações. O objetivo desse estudo é, 
portanto, verificar a embriotoxicidade da ipriflavona durante as fases 
de transporte tubário e implantação do blastocisto de ratas.

2 MAtErIAL E MÉtodo

2.1 IPRIfLAvONA

A ipriflavona utilizada no experimento foi produzida na china, 
exportada pela empresa Nanjing Wellchem enterprise cO., Ltd., 
importada pela empresa “Deg”, lote número 061005 (DcB: 
03913.01-5; cAs: 35212-22-7; código: 1,1131-0; fração nº 534068 
28/12/06; origem e procedência: china.

2.2 ANImAIs

foram usadas 60 ratas Wistar (rattus norvergicus Berkenhout, 
1769) (N=60) com 180±15 g de peso, nulíparas e nuligestas, com 
três meses de idade, obtidas na colônia do centro de Biologia da 
Reprodução (cBR) – Universidade federal de Juiz de fora, onde são 
criadas em racks com ventilação e umidade controladas, em gaiolas 
providas de tampas com filtro milipore, localizados em salas com 
temperatura e luminosidade controladas.

Durante o experimento os animais foram alojados individualmente 
em microisoladores Alesco®, com temperatura de 22º, umidade relativa 
de 50-60% e 12h de ciclo claro/escuro. Os animais recebiam 25g de 
ração comercial Nuvilab® por dia e água ad libitum.

2.3 DeseNHO eXPeRImeNTAL

Os animais foram acasalados no sistema poligâmico, com 
machos de fertilidade previamente comprovada, ao final da 
tarde (17:00h), na proporção de 3 fêmeas:1 macho. Na manhã 
seguinte, identificaram-se os animais inseminados pela presença 
de espermatozóides no esfregaço vaginal, sendo este dia designado 
o dia 0 de gestação.
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2.3.1 TRATAmeNTO

As ratas prenhes foram distribuídas aleatoriamente em quatro 
grupos, cada grupo contendo 15 animais: Tratados I, II e III e 
controle. Os grupos Tratados I, II e III receberam, respectivamente, 
via intragástrica, duas vezes ao dia (7:00h e 19:00h), 1mL de 
suspensão aquosa de ipriflavona, nas doses de 300, 1500 e 3000mg/
kg/dose (dose terapêutica, 5 vezes e 10 vezes a dose indicada para 
uso humano), sendo estas doses calculadas diariamente para cada 
animal. As ratas do grupo controle receberam, pela mesma via, 1mL 
de água destilada. este procedimento foi realizado durante os oito 
primeiros dias de prenhez.

2.3.2 vARIáveIs mATeRNAs

As ratas prenhes foram observadas diariamente para a 
avaliação de sinais clínicos de toxicidade materna (piloereção, 
hipo ou hipermotilidade no interior da gaiola, estereotipias, 
cromodacriorréia, diarréia, perdas sanguíneas vaginais e óbitos) 
(cHRIsTIAN, 2001).

O consumo materno de ração também foi registrado durante 
toda a gestação. Para isso foram oferecidos a cada animal, diariamente, 
sempre no mesmo horário, 25g de ração. No dia seguinte estimou-
se o consumo através da diferença de peso entre a sobra da ração 
encontrada em cada gaiola e o que foi colocado na véspera. A partir 
do oitavo dia de prenhez, os animais foram pesados a cada dois dias, 
até o décimo quarto dia. 

A eutanásia foi realizada por exsanguinação total sob anestesia 
(90mg/kg de ketamina e 10mg/kg de xilazina, via intraperitoneal) 
no 140 dia de prenhez. No sangue obtido foram determinados: 
hematimetria, hemoglobina, hematócrito, leucócitos e índices 
hematimétricos volume globular médio (vGm), hemoglobina 

globular média (Hcm) e concentração de hemoglobina globular 
média (cHGm), utilizando-se de analisador automático de células 
hematológicas. A contagem diferencial de leucócitos foi realizada 
em extensões sanguíneas coradas com may-Grunwald-Giemsa, 
sendo que em cada extensão foram analisadas e contadas 100 
células. Dosou-se também a concentração plasmática aspartato 
transaminase, alanina transaminase, uréia e creatinina. 

Após laparatomia foram removidos ovários, tubas uterinas, 
fígado, rins, supra-renais, baço e timo. Os ovários foram pesados e 
neles contados, por meio de uma lupa de pala, os corpos lúteos. Os 
cornos uterinos foram removidos e neles foram contados fetos vivos, 
mortos e reabsorvidos (inicial e tardiamente), para determinação dos 
índices de implantação e taxas de reabsorção, além das perdas pré 
e pós-embrionária. fetos e placentas foram pesados. fígado, rim e 
supra-renal esquerdos, baço e timo foram fixados em formal a 10% 
para posterior processamento histopatológico.

fetos foram observados por meio de uma lupa de pala para 
análise da morfologia externa e, assim, verificação de presença ou 
não de malformações congênitas.

2.3.3 ANáLIse esTATÍsTIcA

Todos os dados foram analisados com o auxílio do software 
“statistical Package for the social sciences” (sPss) 13.0. Os dados 
obtidos foram analisados através do teste ANOvA, seguido do teste 
de Dunnett. Para dados não homocedásticos e sem distribuição 
normal, foi usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de mann-
Whitney. Proporções foram analisadas pelo chi-square. O nível de 
significância dos testes foi de α = 0,05.

A metodologia foi anteriormente aprovada pelo comitê de Ética 
em experimentação Animal da Universidade federal de Juiz de fora 
(Protocolo nº 38/2003 – ceA).

Gráfico 1: consumo de ração pelas ratas Wistar prenhes tratadas com suspensão aquosa 
de ipriflavona nas concentrações 0, 300 mg/Kg/dia, 1500 mg/Kg/dia e 3000 mg/Kg. 
Os resultados mostram o consumo médio diário do 1º ao 14º dia de gestação. P>0,05.

Gráfico 2: Peso corporal materno de ratas Wistar prenhes tratadas com suspensão 
aquosa de ipriflavona nas concentrações 0, 300 mg/Kg/dia, 1500 mg/Kg/dia e 3000 
mg/Kg. 141: peso coporal materno após a retirada do trato reprodutivo. P>0,05.
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Tabela 1: variáveis da toxicidade materna em ratas Wistar após o tratamento com suspensão aquosa de ipriflavona nas concentrações 0, 
300mg/Kg/dia, 1500 mg/Kg/dia e 3000mg/Kg/dia, nos oito primeiros dias de prenhez. 

Grupos experimentais

variáveis maternas controle (12) TI (13) TII (13) TIII (12)

Ganho de peso corporal (g) 22,42 ± 7,77 18,51 ± 5,76 19,53 ± 5,85 23,13 ± 7,20
Dias 0-15
fígado: peso absoluto (g) 8,04 ± 0,17 7,49 ± 0,96 7,51 ± 0,68 7,91 ± 0,51
Peso relativo (g) 4,45 ± 0,28 4,19 ± 0,30 4,26 ± 0,25 4,30 ± 0,29
Rins: peso absoluto (mg) 1320 ± 92,3 1354 ± 172,7 1365 ± 133,5 1377 ± 101,1
Peso relativo 731,61 ± 37,4 757,81 ± 52,2 773,77 ± 40,8 747,8 ± 43,3
supra-renais: peso absoluto 57,58 ± 5,5 60,84 ± 8,2 57,53 ± 6,2 59,81 ± 6,3
Peso relativo 31,90 ± 2,6 34,09 ± 3,4 32,87 ± 2,2 32,52 ± 2,1
Peso baço (mg) 484,91±55,9 464,46 ±55,43 472,15 ± 59,6 498,33 ± 70,8
Peso relativo 268,28 ± 23,0 260,05 ± 16,7 267,50 ± 24,6 270,02 ± 32,8
Peso ovários (mg) 58,5 ± 6,4 59,15 ± 7,98 55,07 ± 6,39 58,16 ± 8,49
Nº de corpos lúteos 10,3 ± 1,3 11,4 ± 1,2 11,3 ± 1,6 11,7 ± 1,2
Implantes (%) 96,8 85,9 * 82,3* 89,1*
Perdas pré-implantação (%) 3,2 14,1* 17,7* 10,9*
Perdas pós implantação (%) 2,5 5,7 6,0 6,9

Tabela 2: variáveis fetais após o tratamento com suspensão aquosa de ipriflavona nas concentrações 0, 300mg/Kg/dia, 1500 mg/Kg/dia e 
3000mg/Kg/dia, nos oito primeiros dias de prenhez.

Grupos experimentais

variáveis fetais controle TI TII TIII

fetos vivos 9,66 ± 1,30 9,30 ± 2,75 9,00 ± 3,59 9,38 ± 2,53
fetos mortos (%)
Peso fetos/ninhada (g) 1,79 ± 0,26 1,76 ± 0,64 1,75 ± 0,49 1,78 ± 0,68
Peso placenta/ninhada (g) 1,52 ± 0,18 1,44 ± 0,32 1,43 ± 0,37 1,38 ± 0,50

Tabela 3: vGm: volume globular médio; HGm: hemoglobina globular média; cHGm: concentração de hemoglobina globular média; LG: 
leucometria global; ALT: alanino animotransferase; AsT: aspartato aminotransferase. 
 

Grupos experimentais

variáveis hematológicas e bioquímicas controle TI TII TIII

Hematimetria (x105) 61,22 ± 3,77 63,16 ± 4,50 59,39 ± 4,02 63,66 ± 5,53
Hematócrito 37,15 ± 2,97 37,85 ± 3,82 36,05 ± 2,19 37,54 ± 3,22
vGm 61,25 ± 2,77 60,25 ± 3,44 60,92 ± 4,35 57,18 ± 2,90
HGm 19,08 ± 0,79 19,00 ± 0,85 19,76 ± 1,79 18,27 ± 2,15
cHGm 31,41 ± 1,88 31,58 ± 1,88 32,38 ± 2,14 31,64 ± 2,38
Hemoglobina 11,65 ±0,66 11,89 ± 0,61 11,61 ± 0,67 11,90 ± 0,76
LG (x103) 5,73 ± 1,07 6,28 ± 1,96 6,00 ± 1,34 5,53 ± 0,96
Linfócitos 64,60 ± 4,90 62,10 ± 5,30 59,60 ± 10,6 65,20 ± 7,20
Neut. segmentados 32,10 ± 4,30 35,10 ± 3,80 33,10 ± 6,70 29,80 ± 4,70
ALT (U/L) 58,10 ± 2,40 54,70 ± 2,00 51,80 ± 1,10 76,60 ± 5,60
AsT (U/L) 25,60 ± 7,30 28,60 ± 7,50 27,20 ± 7,30 34,80 ± 11,80
Uréia (mg/dL) 63,50 ± 11,10 56,40 ± 7,70 58,70 ± 11,60 58,10 ± 6,60
creatinina (mg/dL) 0,52 ± 0,01 0,53 ± 0,09 0,55± 0,08 0,53 ± 0,15

3 rESuLtAdoS

 

entre as 60 ratas utilizadas no experimento, dez (16,66%) não 
estavam prenhes no momento da autópsia: três (4,99%) do grupo 
controle, duas (3,33%) do grupo tratado I, duas (3,33%) do grupo 
tratado II e três (4,99%) do grupo tratado III.

Não foram observados sinais clínicos de toxicidade materna - 
piloereção, hipo ou hipermotilidade no interior da gaiola, estereotipias, 
cromodacriorréia, diarréia, perdas sanguíneas vaginais e mortes – em 

nenhum dos grupos estudados. Além disso, a estimativa do consumo 
de ração não apresenta diferença significativa entre os grupos tratados 
e controle (Gráfico 1). Também, não houve ganho significativo 
de peso ou perda durante o experimento (Gráfico 2). A tabela 1 
apresenta os dados relativos à ganho de peso corporal; peso absoluto 
do fígado materno, rins, supra renais, baço e ovários; número de 
corpos lúteos; índice de implantação e taxas de reabsorção, perdas 
pré e pós-embrionária. Os resultados estão expressos em média ± 
desvio padrão. P>0,05.
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A tabela 2 resume o número de fetos vivos e fetos mortos, peso 
fetal médio por ninhada e peso da placenta por ninhada. Não houve 
diferença significativa em nenhum dos valores observados (p>0,05). 
Nenhuma malformação externa foi detectada durante a análise 
macroscópica dos fetos. Os resultados estão expressos em média ± 
desvio padrão. P>0,05.

Não foram encontradas alterações significativas no eritograma ou 
no leucograma dos grupos avaliados (p>0,05). Tampouco a análise 
bioquímica demonstrou diferença significativa entre os grupos 
experimentais (p>0,05). A tabela 3 resume os valores encontrados. 
Os resultados estão expressos em média ± desvio padrão. P>0,05.

4 dISCuSSão

Os fe exercem sua ação biológica através de diversos 
mecanismos, como: mimetizam a ação dos estrogênios endógenos, 
agem como antagonistas do estrogênio, alteram o padrão de síntese 
e metabolismo dos estrogênios endógenos e modificam os receptores 
hormonais (sONNeNscHeIN et al., 1998).

Na ausência de estrogênio, as isoflavonas têm um fraco efeito 
estrogênico, mas na presença deste exibem um efeito antiestrogênico 
(BURTON et al., 1998). Assim a propriedade estrogênica e 
antiestrogênica dos fe depende da concentração dos mesmos, da 
concentração dos esteróides sexuais endógenos e do órgão alvo 
específico envolvido na interação com os receptores de estrogênios 
(Re). esse efeito pode ser explicado pela existência de dois tipos de 
Re: alfa e beta. Os alfa-receptores (Re-a) são os principais receptores 
encontrados na mama e no útero, e os beta-receptores (Re-b) no 
osso, no sistema cardiovascular, no trato urinário, sistema nervoso 
central e sistema imune (GUsTAfssON, 1999). 

especificamente sobre o osso, os Re estão presentes tanto nos 
osteoclastos, quanto nos osteoblastos (YAGI et al., 2007). KUIPeR 
et al. (1998) relataram que tanto a genisteína quanto a dadzeína 
possuem uma ligação mais forte com os Re-b e esta relação pode 
ser benéfica na prevenção de osteoporose porque a formação óssea 
é estimulada pela ligação estrogênica com o Re-b (KUIPeR et al., 
1998; WATANABe et al., 2002).

em relação aos critérios avaliados para análise da função 
toxicológica da ipriflavona, a ausência de indícios de toxicidade materna 
é importante, pois, efeitos fetais adversos durante o desenvolvimento 
embrionário podem ser relacionados a alterações transitórias ou 
permanentes na fisiologia materna, mesmo que essa correlação não 
seja mandatória ou que o mal desenvolvimento fetal não seja a priori 
causado pela presença de toxicidade materna (cHIRsTIAN, 2001).

ALeXANDeRseN et al. (2001) observaram que mulheres 
na pós-menopausa durante o tratamento com ipriflavona 
desenvolveram linfopenia, porém estas eram assintomáticas 

clinicamente e o quadro se resolveu espontaneamente na grande 
maioria em um ano (ALeXANDeRseN et al., 2001). Já sOUNG 
et al. (2006) que estudaram o efeito da suplementação com 
isoflavonas em um grupo semelhante não encontraram este resultado 
(sOUNG DO et al., 2006). em nosso estudo não observamos 
diferenças nos parâmetros hematológicos ou bioquímicos entre 
os grupos experimentais. fato também observado por IsHImI 
et al. (1999) em um estudo em camundongos, porém usando a 
genisteína, um tipo de isoflavona (IsHImI et al., 1999). 

Os dados apresentados e inferidos ao mecanismo de ação 
dos derivados de isoflavona como a ipriflavona apontam para um 
efeito estrogênico de sua estrutura, observados na interferência da 
implantação do blastocisto de ratas Wistar quando administrados 
por via oral. Novos estudos precisam ser realizados para confirmar a 
ação estrogênica da ipriflavona durante a gestação.
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