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Abstract. Physical and neurobehavioral development of rat offspring after maternal exposure to ipriflavone
during lactation. The Ipriflavone (7-isopropoxy-3-phenyl-4H-benzopyran-4-one), a synthetic derivative of the
isoflavone daidzein, with proven estrogenic activity has been used by women in order to increase bone density
and prevent bone loss. Reproductive toxicology studies in the pre-implantation show signs of toxicity, which
interferes with implantation of the blastocyst. It was also shown that ipriflavone affects the Hedgehog signaling
pathway, important during embryonic development. Studies show that isoflavones are transferred to breast
milk which can cause damage to offspring. However no studies were found in toxicology during lactation and
development of offspring using the ipriflavone, which is the aim of this work. For the study were used 48 female
rats. The animals were randomly divided into four groups (n = 12) experimental control and treated |, Il and Ill.
The experimental control group received intragastrically, twice a day, from the 2nd to the 16th days of lactation,
1 ml of distilled water and the treated groups received, by the same procedure, 1 ml of water suspension of
ipriflavone at doses of 300, 1500 and 3000mg / kg / dose, respectively. Maternal variables were analyzed:
presence of clinical signs of toxicity, body weight gain and feed intake. Maternal behaviors were observed
as: breastfeeding posture, organization and maintenance of the nest, the act of recovering, collect pups and
licking them. The pups were assessed for physical development and reflexology. As physical variables were
analyzed: body weight, eye opening, unfolding of the ears, and appearance of lanugo hair, eruption of upper
and lower incisors, the vaginal opening or descent of the testicles. For observing the reflexology development
were made the following tests: grip, posture response, dodging the abyss, orientation, and negative geotaxis.
In the experimental model studied ipriflavone showed no signs of maternal toxicity, or changes in the physical

and reflexology development of offspring.
Keyworks: flavonoid, postnatal development, reproductive toxicology.

Resumo. A lpriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona), um derivado sintético da isoflavona
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daidzeina, com agdo estrogénica comprovada tem sido utilizado por mulheres com objetivo de aumentar a
densidade dssea e prevenir a perda éssea. Estudos de toxicologia reprodutiva no periodo pré-implantacional
apontam indicios de toxicidade, interferindo na implantagdo do blastocisto. Também foi demonstrado que a
ipriflavona interfere na via de sinalizacdo Hedgehog, importante no periodo de desenvolvimento embrionario.
Estudos demonstram que as isoflavonas sao transferidas para o leite materno o que poderia ocasionar danos
a prole. Porém nao foram encontrados estudos de toxicologia no periodo de lactacdo e desenvolvimento das
crias utilizando-se da ipriflavona, sendo este o objetivo desse trabalho. Para o estudo foram utilizadas 48
ratas Wistar. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n = 12): controle
experimental e tratados |, Il e lll. O grupo controle experimental recebeu via intragastrica, duas vezes ao dia, do
22 ao 162 dia de lactacdo, 1 ml de dgua destilada e os grupos tratados receberam; pelo mesmo procedimento,
1 ml de suspensdo aquosa de ipriflavona nas doses de 300, 1500 e 3000mg/kg/dose, respectivamente.
As varidveis maternas analisadas foram: presenca de sinais clinicos de toxicidade; ganho de peso corporal
e consumo de ragdo. Foram observados comportamentos maternais como: postura de amamentagao,
organiza¢do e manutencdo do ninho, ato de recuperar, recolher filhotes e lambé-los. Os filhotes foram
analisados quanto ao desenvolvimento fisico e reflexolégico. Como varidveis de desenvolvimento fisico foram
analisados: peso corporal, abertura dos olhos, desdobramento das orelhas, aparecimento de lanugo e pélos,
erupcao dos incisivos superiores e inferiores, a abertura vaginal ou descida dos testiculos. Para observacdo do
desenvolvimento reflexoldgico foram feitos os seguintes testes: preensdo palmar, resposta postural, esquiva
ao abismo, orientacdo e geotaxia negativa. No modelo experimental estudado a ipriflavona ndo demonstrou

indicios de toxicidade materna, nem alterages no desenvolvimento fisico e reflexolégico da prole.

Palavras chave: desenvolvimento pds-natal, flavonodide, toxicologia reprodutiva.

INTRODUGAO (BAwaA, 2010).

Isoflavonas sdo fitoestrégenos Estudos demonstram que neonato
presentes em grios de soja, que possuem dois exposto a isoflavonas via ingestdo de leite
anéis fendlicos em sua estrutura, similares ao apresentam alteragdes reprodutivas tais como
estrogénio, e sdocomercializadascomafinalidade aumento de niveis circulantes de estrogénio
de prevenir e/ou tratar doencas como neoplasias, em fémeas (Liu et al, 2007) e hiperplasia
osteoporose, disturbios cardiovasculares e mamadria em machos, um dos indicadores
outros, principalmente associados ao climatério mais sensiveis de desregulagdio enddcrina
(GARRIDO et al., 2003; BONILLA, 2004). pelo estrogénio (LATENDRESSE et al., 2009).

] ] _ Também foi demonstrado que as isoflavonas

Os fitoestrégenos podem exercer acao L . , .

. ) . e seus metabdlitos obtidos através de dietas
tanto estrogénica como antiestrogénica, mas

i ) o ricas em fitoestrogenos no periodo adulto s3o
possuem efeito mais fraco do que os estrogénios
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capazes de alterar significativamente regides
cerebrais relacionadas ao dimorfismo sexual,
aprendizagem, ansiedade e memaria (LEPHART et
al., 2002).

Das isoflavonas, genisteina e daidzeina
atividade
estrogénica mais potente e, portanto, a maioria

parecem exercer a hormonal
das pesquisas tem sido direcionada para essas

moléculas (LEPHART et al., 2002).

A ipriflavona é um derivado sintético da
daidzeina utilizado com o propdsito de aumentar
a densidade e prevenir a perda éssea (YAMAZAKI,
1986; HEAD, 1999; CHAMBO FILHO, CHAMBO et al.,
2000). Estudos dos seus efeitos na reproducao
demonstraram que a ipriflavona é capaz de
inibir a via de sinalizacdo Hedgehog, importante
no periodo de desenvolvimento embriondrio,
e que se perturbada é capaz de causar defeitos
congénitos graves (LIPINSKI & BUSHMAN, 2010).
Em estudos anteriores realizados no Centro de
Biologia da Reproducdo da Universidade Federal
de Juiz de Fora nao foram encontrados defeitos
congénitos na prole onde maes receberam a
ipriflavona por via oral durante os periodos
de organogénese (FERNANDES et al., 2011) e
fetogénese (BELLEI et al., 2012), porém, assim
como a daidzeina (Wu et al., 2005), a ipriflavona
interferiu na implantacdo de blastocistos de ratas
quando administrada por via oral (FERNANDES et
al., 2011).

Visto substancias
isoflavonas sdo transferidas para o leite materno

(DOERGE et al., 2006), a ipriflavona, também

que como as
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poderia passar pelo leite materno, e, no
organismo do filhote, chegar ao cérebro ainda
imaturo causando alguma alteracdo neuroldgica
ou comportamental. Diante do exposto, é
importante avaliar o desenvolvimento fisico e
reflexoldgico na prole de ratas lactantes, tratadas
com ipriflavona durante o periodo de lactagao,

sendo esse o objetivo do presente trabalho.
MATERIAL E METODOS

A metodologia deste trabalho foi
aprovadapelocomité de éticaemexperimentacao
nimero 029/2009-CEEA,
Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, Brasil).

animal (protocolo

IPRIFLAVONA

(Ip) utilizada no

experimento é de origem e procedéncia chinesa,

A ipriflavona

exportada pela empresa Nanjing Wellchem
Enterprise CO., Ltd., importada pela empresa Deg
— Ativando principios ISO, lote nimero 061005
(DCB: 03913.01-5; CAS: 35212-22-7; cddigo:
1,1131-0; fragdo n2 534068 28/12/06.

MODELO EXPERIMENTAL

Ratas Wistar nuliparas (n=48), com idade
compreendida entre 90 e 120 dias, provenientes
da colbnia Outbred do biotério do Centro de
Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade
Federal de Juiz de Fora, foram acasaladas com
machos de fertilidade comprovada, na proporgao
2:1, na noite em que estavam na fase de proestro
e na manha seguinte verificou-se o acasalamento
através da presenca de espermatozodides no
esfregaco vaginal (dia 1 pds-coito). No 152 dia os
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animais foram separados em gaiolas individuais.

CONDIGOES DE CRIAGAO E MANUTENGAO DOS
ANIMAIS

Os animais foram alojados em micro-
isoladores, providos de cama de maravalha
selecionada, mamadeira para agua e cocho
para ra¢dao peletizada, mantidos em racks com
controle de ventilagdo e temperatura (22°C + 2°C)
e localizados em alojamentos com fotoperiodo
de 12h claro/ 12h escuro e umidade relativa do
ar entre 40-60%.

ORGANIZAGAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

No 20° dia os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de doze ratas
cada, compreendendo: 1. TO (Omg/kg/dose); 2.
T1 (Ip 300mg/kg/dose); 3. T2 (lp 1500mg/kg/
dose); 4. T3 (Ip 3000mg/kg/dose). As substancias
foram administradas em forma de suspensdo
aquosa, via intragastrica por gavagem, duas
vezes ao dia do 2% a0 16%dia de lactacdo. O grupo
TO recebeu 1 ml de dgua destilada.

AVALIA(;RO DE TOXICIDADE MATERNA

A toxicidade materna foi avaliada
conforme descrito por Christian, (2001): peso
corporal, hiper ou hipoatividade, piloerecdo,
estereotipia, cromodacriorréia, sangramento
vaginal, diarréia e 6bito. O consumo de ragao
foi estimado pela diferenca de peso entre a
quantidade colocada as 12 horas do dia anterior
(40 gramas) e o que restou na gaiola do dia
seguinte. Estes parametros foram mensurados

diariamente antes da gavagem.

Também foram observados
comportamentos maternais como: postura de
amamentacdo, organizacao e manutencdo do
ninho, ato de recuperar e recolher filhotes e

lambé-los (BROWN, 1998).

AVALIA(;AO DO DESENVOLVIMENTO POS-NATAL DAS
CRIAS

Vinte e quatro horas apds o nascimento
fez-se a pesagem individual e a observacdo
do estado fisico de cada filhote. Anotaram-se
numero de filhotes e proporcao entre machos e
fémeas em cada ninhada. A seguir as ninhadas
foram padronizadas para conter quatro machos e
guatro fémeas. As ratas que tiveram ninhada com
numero inferior a oito filhotes foram devolvidas
a colonia e repostas. As crias foram identificadas
através de tatuagem feita na pele por nanquim.

As crias vivas e mortas foram contadas e
as primeiras foram pesadas vinte e quatro horas
apos o nascimento, e aos quatro, 10, 15, 20 e
25 dias apods o parto (BAILEY et al., 2009). Como
sinais indicadores do desenvolvimento foram
observados: abertura dos olhos, desdobramento
das orelhas, aparecimento de lanugo e pélos,
erupcao dos incisivos superiores e inferiores,
a abertura vaginal ou descida dos testiculos.
Considerou-se a data em que ocorreu em ambas
as estruturas quando se avaliaram estruturas
pares (ALDER, 1983; SCHUMARZ et al., 2003).

Para observacdo do desenvolvimento
reflexoldgico foram feitos os seguintes testes:
preensdo palmar (Figura 1), resposta postural
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(Figura 2), esquiva ao abismo (Figura 3),
orientacao (Figura 4) e geotaxia negativa (Figura
5). Os testes foram feitos diariamente apds o

periodo de gavagem, até que todos os reflexos

aparecessem, tendo duracdo de 15 segundos
cada (SiLva, 1991).

Figura 1. Teste de preensdo palmar. A - Observe a ausén-
cia de reflexo. B — Observe a presenca de reflexo (Arquivo
pessoal).

i N

Figura 2. Teste de resposta postural. A - Observe a ausén-
cia de reflexo. B — Observe a presenca de reflexo (Arquivo
pessoal).

Figura 3. Teste de esquiva ao abismo. A - Observe a ausén-
cia de reflexo. B — Observe a presenca de reflexo (Arquivo
pessoal).
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Figura 4. Teste de orientagdo. (Arquivo pessoal).

Figura 5. Teste de geotaxia negativa. A - Observe a ausén-
cia de reflexo. B — Observe a presenca de reflexo (Arquivo
pessoal).

ESTATISTICA

Os dados paramétricos foram analisados
por ANOVA seguida de teste de Dunnett e os
dados ndao paramétricos foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido por teste de
Mann-Whitney. O nivel de significancia dos testes
foi de a =0,05.

RESULTADOS
AVALIAGAO MATERNA
nao

@) comportamento materno

mostrou alteragbes nos grupos estudados. A
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postura de amamentacgao, constru¢ao do ninho,
o recolhimento dos filhotes e ato de lamber as
crias foram semelhantes entre os grupos.

Ndo foram observados sinais clinicos
de toxicidade materna em nenhum dos grupos
estudados. Também ndao foram observadas
diferencas significativas do consumo alimentar
(Figura 6) ou peso materno (Figura 7) entre o

grupo controle e os grupos tratados.

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO FiSICO

REFLEXOLOGICO DA PROLE

E

A tabela 1 mostra o numero de dbitos
ocorridas durante o periodo de observacdo da
prole.

N3ao foram observadas diferencas
significativas no ganho de peso dos filhotes do
sexo masculino (dados ndo mostrados). Também
ndo foram encontradas diferencas significativas
no ganho de peso dos filhotes do sexo feminino

(dados ndo mostrados).

As tabelas 2 e 3 mostram os parametros
de desenvolvimento fisico e reflexoldgico da
prole, respectivamente. Ndo foram observadas
diferengas  significativas

nos parametros

analisados.
DISCUSSAO

(0]
mamiferos é

comportamento materno em

responsavel
da

por assegurar

(MARCHLEWSKA-KOJ

a

sobrevivéncia

prole

Omg/Kg/dia

- 300m g/Kgidia
© 1500mg/Kg/dia
3000mog/Kg/dia

T 8 g
Dias

10

17

Figura 6. Consumo estimado de ragdo por ratas Wistar lactantes tratadas com suspensdo aquosa de ipriflavona nas
concentragdes zero; 300, 1500 e 3000 mg/Kg/dia. Os resultados mostram o consumo médio diario do 20 ao 16 o dia de
lactacdo. Dados expressos em média + desvio padrdo. p > 0,05, n = 12.
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Figura 7. Peso corporal materno de ratas Wistar lactantes tratadas com suspensdo aquosa de ipriflavona nas concen-
tragdes zero, 300, 1500 e 3000 mg/Kg/dia. Os resultados mostram o peso médio do 20 ao 16 o dia de lactagdo. Dados
expressos em média + desvio padrdo. p > 0,05, n = 12.

Tabela 1. Total de dbitos ocorridos em crias de ratas Wistar lactantes tratadas com suspensdo aquosa de ipriflavona nas
concentragdes zero, 300, 1500 e 3000 mg/Kg/dia.

Pardmetros Sexo Ipriflavona (mg/Kg/dia)
0 300 1500 3000
Mortes até o 52 dia de vida M 0 0 1 0
F 0 0 0 0
Mortes até o 152 dia de vida M 1 0 0 0
F 0 0 0 0
Mortes a partir do 152 dia de vida M 1 2 0 0
F 0 0 0 0
Total 2 2 1 0

F sexo feminino (n = 48); M sexo masculino (n = 48)
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Tabela 2. Desenvolvimento fisico (em dia de aparecimento) dos filhotes de sexo masculino e feminino de ratas lactantes
submetidas ou ndo, do 20 ao 160 dia de lactagdo a administragdo da suspensdo aquosa de ipriflavona.

Ipriflavona (mg/Kg/dia)
Varidvel Sexo

0 300 1500 3000
n=46(M); n=46(M); n=47(M); n =48 (M);
48 (F) 48 (F) 48 (F) 48 (F)
Aparecimento lanugo M 40+0,4 40+0,4 4,0+0,5 3,904
F 4,1+0,5 4,0+0,5 4,0£0,5 4,0+0,5
Desdobramento orelha M 4,6+0,5 4,6+0,4 4,8+0,3 4,7+0,5
F 4,7+0,4 4,8+0,3 4,8+0,4 4,7+0,4
Erupcao incisivo superior M 9,4+0,8 9,7+0,8 9,6+0,7 9,7+0,9
F 9,6+0,8 9,9+0,8 9,9+1,0 9,8+0,8
Erupcdo incisivo Inferior M 11,5+1,0 11,5+0,8 11,57+0,68 11,5%+0,7
F 11,5+0,9 11,7+0,7 11,75+0,78 11,6 +0,6
Aparecimento do pelo M 9,8+0,3 9,8+0,3 9,8+0,3 9,8+0,3
F 9,7+0,4 9,7+0,4 9,7+0,4 9,8+0,4
Abertura do olho M 16,9+0,5 16,9+0,5 16,9+0,6 17,0+0,6
F 16,8+0,6 16,8+0,6 16,7 £ 0,5 17,1+0,8
Descida testiculo M 21,1+0,8 20,8+0,9 21,0+0,8 21,0+0,9
Abertura vaginal F 36,9+ 2,0 36,524 36,3127 36,623

Os dados sdo apresentados em média + desvio padrao de dias de vida. p > 0,05.

Tabela 3. Desenvolvimento reflexolégico (em dia de aparecimento) dos filhotes de sexo masculino e feminino de ratas
lactantes submetidas ou ndo, do 20 ao 160 dia de lactagdo a administracdo da suspensdo aquosa de ipriflavona.

Ipriflavona (mg/Kg/dia)

Varidvel Sexo 0 300 1500 3000
n =46 (M); n =46 (M); n =47 (M); n =48 (M);
48 (F) 48 (F) 48 (F) 48 (F)
Ap. preensao palmar M 2,0+0,3 2,0+0,2 2,0+0,2 2,0+0,2
F 2,0+0,2 2,0+0,2 2,0+0,2 2,0+0,2
Des. Preensao palmar M 83+1,9 8,4+1,5 8,2+1,7 8,1+1,6
F 8,6+1,6 8,1+1,6 8,3+1,6 8,3+1,5
Resposta postural M 3,3+0,5 3,2+0,5 3,1+0,4 3,2+0,5
F 3,4£0,6 3,31£0,6 3,2+0,5 3,2+0,5
Esquiva ao abismo M 7,3+1,2 7,2+1,2 73+1,1 73+1,3
F 7,4+1,4 7,4+1,3 7,3+1,3 7,3+1,3
Geotaxia negativa M 79+1,3 7,7+1,7 8,0+1,6 7,8+1,6
F 7,6+1,5 8,0+1,4 7,8+1,5 8,1+1,6
Orientagao M 9,5+1,8 9,0+1,7 9,4+1,6 9,0+1,6
F 10,1+£1,8 9,7+1,6 95+1,7 95+1,3

P > 0,05. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrdo de dias de vida.
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et al, 1999) e promove desenvolvimento
adequado a médio e longo prazo (POINDRON,
2005). Mudangas na interacdo da mae com seus
descendentes podem interferir com a maturacao
neurocomportamental da prole (SPEAR & FILE,
1996). Além disso, tanto o bem estar fisico
guanto o estado de salide materna sdo essenciais
para o desenvolvimento fisico da prole (CHAHOUD
et al., 1999) e ambos podem ser afetados por
substancias enddgenas ou exdgenas que possam

causar toxicidade materna.

A toxicidade
observada através de alteracdes no peso corporal

materna pode ser
e consumo de alimento; além da presenca de
sinais clinicos indicativos de estresse materno.
No presente trabalho ndao foram observadas
alteragdes comportamentais, no peso materno
ou consumo de ragdao; nem a presenga de sinais
clinicos indicativos de toxicidade, sugerindo uma
possivel auséncia de toxicidade da suspensdo

aquosa de ipriflavona no organismo materno.

A lactacdo é o evento que prové
a cria todo o alimento necessdrio para seu
desenvolvimento. O complexo mecanismo de
lactagdo envolve hormoénios como o estrogénio
e a progesterona. Sabe-se que a ipriflavona
apresenta efeitos inibitérios do citocromo p450
gue pode, indiretamente, reduzir a sintese de
hormoénios esteroidianos devido a reducdo de
colesterol e, por essa via, modificar a producao de
leite materno (SCOTT & ELMER, 2002). Além disso,
foi demonstrado que a daidzeina, precursora
da ipriflavona, quando administrada por via
subcutanea, é capaz de diminuir a concentracao
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de progesterona interferindo no eixo hipotalamo
hipdfise (Wu et al., 2005); o que também poderia
modificar a producdo do leite materno. Embora
nesse estudo ndo tenha testado a passagem
da ipriflavona para o leite materno, existe a
possibilidade de que isto tenha ocorrido uma
vez que varios autores relataram efeito das
isoflavonas na prole, através da ingestdo do leite
(DOERGE et al., 2006; Liu et al., 2007).

Estudos prévios com a genisteina
indicam menor ganho de peso em neonatos
expostos a isoflavona (DELcLOS et al.,, 2001),
entretanto, no presente trabalho ndo foram
encontradas diferencas significativas no peso
corporal dos animais submetidos a tratamento.
Do mesmo modo o leite materno ndo parece ter
sofrido alteracBes qualitativas ou quantitativas
que comprometessem o desenvolvimento
normal das crias a se julgar pelo numero
semelhante de sobreviventes e sua massa
corporal, considerada como o melhor indicador
de desenvolvimento fisico das crias (ICH, 2005),
visto que aproximadamente 50% do ganho de
peso se devem ao consumo de leite materno
(DOERGE et al., 2006). Além disso, os demais
indicadores fisicos de desenvolvimento da cria
ndo diferiram entre os filhotes de maes tratadas

e ndo tratadas com ipriflavona.

Os neonatos nao apresentam

seus sistemas organicos completamente
amadurecidos. O figado tem niveis reduzidos
de enzimas do citocromo p450, as principais
enzimas metabolizadoras de drogas, o que torna

seu metabolismo ineficaz (Gow et aL., 2001).
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A barreira hematoencefdlica ainda ndo estd
totalmente formada, permitindo a passagem de
substancias quimicas o que ndo acontece com
o adulto. O desenvolvimento de receptores e
transmissores do sistema nervoso ainda estd
incompleto o que sd acontece nas primeiras
3-4 semanas de vida (ANDERSEN et al., 2000).
Consequentemente, agentes toxicos que possam
passar pelo leite materno, ingeridos pela cria,
podem ndo ser adequadamente metabolizados,
passar para a corrente circulatdria, atravessar a
barreira hematoencefalica e lesar o cérebro do
recém nascido.

DOERGE et al. (2001) demonstraram que
a administracdo oral da isoflavona genisteina
a ratas gestantes resultou em niveis cerebrais
da substancia cinco vezes maiores em fetos do
que em um adulto exposto. A maturacdo do
cérebro depende de diversos fatores, entre eles
do estrogénio que em alguns locais do cérebro
promove apoptose e em outras protege da
apoptose (MCCARTHY, 2008). Ja foi demonstrado
que a ipriflavona possui um efeito apoptoético
em células gastricas (TANI, 2004). Dessa forma,
poderia se supor que a ipriflavona pudesse
chegar até ao cérebro do neonato e alterar
seus mecanismos reflexos, o que ndo ocorreu,
levando a suposi¢do que a ipriflavona pode nao
passar pelo leite ou passar mas ndo alterar o
desenvolvimento fisiolégico normal do cérebro
do neonato.

Conclui-se que a suspensdo aquosa de
ipriflavona, ndo apresentou indicios de toxicidade
materna nem de alteracdes no desenvolvimento

fisico e reflexolégico da prole no neste modelo
experimental.
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