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RESUMO

A lpriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona), um derivado sintético da
isoflavona daidzeina, com acdo estrogénica comprovada tem sido utilizado por mulheres com
objetivo de aumentar a densidade Ossea e prevenir a perda 0ssea. Estudos de toxicologia
reprodutiva no periodo pré-implantacional apontam indicios de toxicidade, interferindo na
implantacdo 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 séo transferidas para o leite materno o que poderia ocasionar
danos a prole. Porém ndo 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 60 ratas Wistar, provenientes do biotério do Centro de Biologia
da Reprodugdo, Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais (n = 12): controle da col6nia, controle
experimental e tratados 1, 2 e 3. O primeiro grupo ndo sofreu nenhum tipo de manipulacéo e
foi utilizado para verificar os possiveis efeitos da gavagem. O segundo grupo recebeu via
intragastrica, duas vezes ao dia, do 2° ao 16° dia de lactacdo, 1 ml de agua destilada e os
grupos tratados receberam; pelo mesmo procedimento, 1 ml de suspensdo aquosa de
ipriflavona nas doses de 0,01; 0,05 e 0,1 mg/g/dia, respectivamente. As varidveis maternas
analisadas foram: presenca de sinais clinicos de toxicidade; ganho de peso corporal e
consumo de racdo. Foram observados comportamentos maternais como: postura de
amamentacdo, organizacdo e manutencdo do ninho, ato de recuperar, recolher filhotes e
lambé-los. Os filhotes foram analisados quanto ao desenvolvimento fisico e reflexoldgico.
Como variaveis de desenvolvimento fisico foram analisados: peso corporal, abertura dos
olhos, desdobramento das orelhas, aparecimento de lanugo e pélos, erupcdo 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 altera¢cbes no

desenvolvimento fisico e reflexologico da prole.

Palavras-chave: Ipriflavona, Desenvolvimento pds-natal, Lactacdo, Flavondide



ABSTRACT

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 60 female Wistar rats from the vivarium of the Center for Reproductive
Biology, Federal University of Juiz de Fora. The animals were randomly divided into five
groups (n = 12) control of the colony, experimental control and treated 1, 2 and 3. The first
group did not have any type of manipulation and was used to assess the possible effects of
gavage. The second group received intragastrically, twice a day, from the 2" to the 16™ 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 0,01; 0,05 e 0,1 mg/g/day, respectively.
Maternal variables were analyzed: presence of clinical signs of toxicity, body weight gain and
food intake. Maternal behaviors were observed as: breastfeeding posture, organization and
maintenance of the nest, the act of recovering, collecting 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 the following tests were made: 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.

Keywords: Ipriflavone, Postnatal development, lactation, flavonoid
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1. INTRODUCAO

Isoflavonas sdo fitoestrogenos presentes em graos de soja, que possuem dois anéis
fenolicos em sua estrutura, similares ao estrogénio, e sdo comercializadas com a finalidade de
prevenir e/ou tratar doencas como neoplasias, osteoporose, distlrbios cardiovasculares e
outros, principalmente associados ao climatério (Garrido, De La Maza et al., 2003; Bonilla,
2004).

Os fitoestrégenos podem exercer agdo tanto estrogénica como antiestrogénica, mas

possuem efeito mais fraco do que os estrogénios (Bawa, 2010).

Estudos demonstram que neonatos expostos as isoflavonas atravées de ingestdo de leite
materno apresentam alteraces reprodutivas tais como aumento de niveis circulantes de
estrogénio em fémeas (Liu, Zhang et al., 2007) e hiperplasia maméria em machos, um dos
indicadores mais sensiveis de desregulacdo enddcrina pelo estrogénio (Latendresse, Bucci et
al., 2009). Também foi demonstrado que as isoflavonas e seus metabdlitos obtidos através de
dietas ricas em fitoestrdgenos no periodo adulto sdo capazes de alterar significativamente
regides cerebrais relacionadas ao dimorfismo sexual, aprendizagem, ansiedade e memadria
(Lephart, West et al., 2002).

Das isoflavonas, genisteinae daidzeina parecem exercer a atividade hormonal
estrogénica mais potente e, portanto, a maioria das pesquisas tem sido direcionada para essas
moléculas (Lephart, West et al., 2002).

A ipriflavona é um derivado sintético da daidzeina utilizado com o propdsito de
aumentar a densidade e prevenir a perda 6ssea (Yamazaki, 1986; Head, 1999; Chambd Filho,
Chambo et al., 2000). Estudos dos seus efeitos na reproducdo demonstraram que a ipriflavona
é capaz de inibir a via de sinalizacdo Hedgehog, importante no periodo de desenvolvimento
embrionario, e que se perturbada é capaz de causar defeitos congénitos graves (Lipinski e
Bushman, 2010). Em estudos realizados no Centro de Biologia da Reproducdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora ndo foram encontrados defeitos congénitos na prole
onde mées receberam a ipriflavona por via oral durante os periodos de organogénese e
fetogénese (dados ndo publicados), porém, assim como a daidzeina (Wu, Yang et al., 2005), a
ipriflavona interferiu na implantagdo de blastocistos de ratas quando administrada por via

oral.
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Os laboratérios farmacéuticos responsaveis pela comercializagdo da ipriflavona nédo
indicam o uso da ipriflavona no periodo da lactacdo, visto que essa substancia pode passar
pelo leite materno. Com isso essa substancia no organismo do filhote poderia chegar até o
cérebro e causar alguma alteracdo neuroldgica ou comportamental, dado que ainda nao foi

pesquisado e que é o objeto do presente trabalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Comportamento materno

Em mamiferos, € indispensével o desempenho normal das fungdes maternas para a
saude dos filhotes durante o desenvolvimento embriofetal e logo apds o nascimento, uma vez
que alteracdes do seu metabolismo por doenca, estresse ou toxicidade se refletem no
desenvolvimento da cria (Sodersten e Eneroth, 1984; Champagne, Francis et al., 2003;
Popeski e Woodside, 2004).

Os sinais tradicionalmente observados de toxicidade materna em estudos
experimentais sdo: decréscimo no ganho de peso, diminui¢do do consumo de agua e alimento,
sinais clinicos de toxicidade e mortalidade (Castro, 2004; ICH, 2005).

O comportamento materno em mamiferos compreende o cuidado que as maes
oferecem aos filhotes, do nascimento até o periodo em que eles se tornem capazes de
assegurar sua sobrevivéncia (Marchlewska-Koj, Kapusta et al., 1999). Além da sobrevivéncia
das crias, a qualidade dos cuidados maternos influenciard o desenvolvimento a curto, médio e
longo prazo (Poindron, 2005). Meaney (2001) demonstra que a separacdo precoce entre 0S
filhotes e a mée, ou a qualidade do comportamento materno comprometida podem influenciar
o0 desenvolvimento do recém-nascido e afetar a sua sensibilidade ao estresse, e em fémeas
pode comprometer a expressdo de seu futuro comportamento maternal, pois esses efeitos séo

transmitidos em geracOes subsequentes.

O comportamento materno envolve diferentes fatores. O substrato neural central, bem
como o aparelho sensorial periférico da fémea adulta estd "sensibilizado" por fatores
associados a gestacdo e parto (Kristal, 2009). A natureza desses fatores pode variar entre as
espécies, sendo os mais frequentes a concentracdo de estradiol circulante, os estimulos
resultantes da expulsédo do feto e a concentragdo de ocitocina intracerebral. Em ratos, apos a
sensibilizacdo prévia pelo estrogénio, a prolactina tem papel acentuado na manifestacdo do
comportamento materno. Outros indutores do comportamento maternos sao prostaglandinas e
opidides (Panksepp, Nelson et al., 1994), estes ultimos produzindo hipoalgesia. Niveis de
opioides enddgenos em ratos aumentam no final da gravidez, hd um pico por volta da hora do
parto e retorna aos niveis normais de 12 a 18 horas depois. Além disso, a rata ingere a

placenta, rica em opidides, ap0s o parto (Catheline, Touquet et al., 2006).
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Esses fatores induzem um periodo de receptividade especifica para algumas pistas
sensoriais - tateis, olfativas, auditivas - produzidas pelo recém nascido, principalmente sinais
tateis que se localizam ao redor do focinho e do abdémen. A rata que estd amamentando
responde mais intensamente ao ultra-som de frequéncias 50 kHz, emitidos pelo recém-
nascido, do que a fémea ndo prenhe, e esta sensibilidade esta sob a influéncia de estrogenos
(Poindron, 2005).

Os mecanismos neurobioldgicos envolvidos na ativacdo do comportamento materno
tém como alvo principalmente a area pre-Optica medial e o nucleo paraventricular do
hipotdlamo. A area pré-Optica medial é uma estrutura essencial para a ativacdo do cuidado
materno, alvo da acdo dos estrégenos. O nucleo paraventricular do hipotdlamo desempenha
papel importante no parto, por ser fonte de ocitocina que induz as contragdes uterinas
facilitando o comportamento materno (Kendrick, 2000; Poindron, 2005).

Em ratos, o0 comportamento materno se expressa muito rapidamente (Poindron, 2005),
mesmo antes do parto, quando as fémeas gestantes lambem seus mamilos, o que favorece o
crescimento mamario e a funcdo secretora (Brown, 1998) e iniciam a construcdo do ninho
quatro a cinco dias antes do parto. Apos o parto verifica-se a postura de amamentacgéo, o ato
de recolher e lamber os filhotes e a manutencdo do ninho de maneira adequada a manter a

temperatura das crias (Brown, 1998).

Ao nascimento as crias sdo completamente dependentes de suas maes, os filhotes
nascem bastante imaturos, apresentam capacidades sensoriais ainda limitadas; sdo incapazes
de ver, ouvir e se locomover de maneira ordenada. Ndo conseguem regular a temperatura
corporal de forma independente e se alimentar sozinhos (Vieira, 2003). Também nao possuem
o reflexo urinério e para defecacdo, funcdes fisioldgicas que sdo realizadas pelo estimulo
materno, quando a mae lambe a regido anogenital das crias para eliminacdo de residuos
(Kristal, 2009). Apdés o parto, estimulos emitidos pelos filhotes de forma passiva
(temperatura, odor) ou ativos (vocalizacdo), e ainda estimulos visuais, tateis, auditivos,
sensoriais e olfativos, sdo necessarios para a manutencdo do comportamento materno (Barnett
e Burn, 1970; Brown, 1998).

Logo que o parto ocorre, as maes gastam a maioria do seu tempo cuidando do ninho,
amamentando e recuperando os filhotes. O cuidado com o ninho é representado em organiza-
lo de forma a manter as crias aquecidas. A manutencdo do ninho é realizada até que os

filhotes fiquem ativos, abandonando-o (Barnett e Burn, 1970). Acreditava-se que a duragéo
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dos surtos de amamentacédo fosse atribuida a termorregulacdo por parte da méde, mas estudos
mais recentes rejeitam essa hipotese (Stern e Azzara, 2002).

Durante o periodo de lactacdo as mées desenvolvem um comportamento de agressao
acentuado a invasores, capaz de aumentar a sobrevivéncia e adaptacdo da cria. Esse
mecanismo é dependente de estimulos olfatérios e tateis, e envolve uma complexa interacéo
neural e hormonal. Entre esses hormonios, o estrogénio é um fator critico em desencadear a
agressdo materna, uma vez que ratas virgens tratadas com esse hormoénio podem desencadear
tal comportamento de ataque. A progesterona também parece ter uma participacdo nesse
comportamento, porém os mecanismos especificos da acdo desse horménio ndo estdo bem
elucidados (Scardula e Bastos, 2009).

As crias de ratas podem iniciar sua amamentacdo depois de 15 a 29 minutos do
nascimento. Nos primeiros dias apds o parto (de 8 a 12 dias de vida p6s-natal) a mée gasta
quase todo o seu tempo na construcdo e manutencdo do ninho e recolhe os filhotes que o
deixam, exibindo postura de amamentacdo em 70% do tempo (Brown, 1998). Nesses dias é
ela que se aproxima dos filhotes para iniciar a amamentacédo, ap6s essa idade sdo os filhotes
que se aproximam da mée para a amamentacdo. Os filhotes localizam a mée pelo odor anal
liberado por ela, possivelmente um feromonio (Brown, 1998).

Com trés semanas de idade, os filhotes comegam a exigir mais alimento que a mée
pode fornecer, e os dentes em crescimento tornam-se uma fonte de irritagdo e dor para ela. A
méde comeca a evitar os filhotes enterrando-se na maravalha ou pressionando sua superficie
ventral contra o chdo. Assim os filhotes sdo forcados a se sustentarem de outra forma e o

desmame é realizado (Kristal, 2009).

Na coldnia do Centro de Biologia da Reprodugdo — UFJF os ratos comegcam a ingerir
alimento solido por volta do 16° dia de idade (Motta, Peters et al., 2002). Aos 18 dias de idade
a mée gradualmente os desmamam através de recusas de amamentagédo e rejeitando-os nas
suas tentativas de mamar. As mudancas no comportamento materno mostram-se assim,
sincronizadas com o desenvolvimento dos filhotes, existindo um feedback na relagdo mée-

filhote que regula a quantidade de comportamento materno apresentado (Brown, 1998).
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2.2 Lactacéo

A lactagdo é uma caracteristica exclusiva dos mamiferos. E o passo final do ciclo
reprodutivo desses animais (Tucker, 1994), tendo como objetivo prover o recém nascido dos
nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia (Souza e Hegg, 1993). Um programa
cuidadosamente equilibrado de diferenciacdo da glandula mamaria durante a gravidez é
fundamental para o aleitamento bem sucedido (Neville, 2006).

Diferentemente da maioria dos 6rgdos de secrecdo, a capacidade de secregdo de leite
desenvolve-se no adulto e é dirigida por horménios reprodutivos. Os horménios da gravidez,
prolactina, lactogénio placentario, hormonio do crescimento, e progesterona, cooperam para
produzir uma glandula que é totalmente desenvolvida, mas ndo funcional. O desenvolvimento
ductal necessita da presenca de estrdgenos, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
1) e hormdnio do crescimento (GH). A atividade secretora comecga em torno do parto, com a

retirada da progesterona e a conservacdo da prolactina e glicocorticoides (Neville, 2006).

A prolactina, secretada pelas células da hipofise anterior, sabidamente estimula as
glandulas mamarias e promove a lactacdo. A secrecdo de prolactina pituitaria é regulada
positivamente e negativamente, mas € controlada principalmente por fatores inibitérios
provenientes do hipotadlamo, sendo o mais importante deles a dopamina, que age por
intermédio da subclasse D2 de receptores de dopamina presentes nos lactotropos (Goffin,
Binart et al., 2002).

Héa evidéncias de que a prolactina determina diminuicdo na concentracdo do hormonio
luteinizante (LH) circulante e funcdo anormal do corpo luteo. Quando em excesso, determina
diminuicdo dos receptores de horménio foliculo estimulante (FSH) e LH nas gbnadas,
causando insensibilidade as gonadotrofinas. Esta seria uma explicacdo para os periodos de
anestro ou anuvolatdrios durante boa parte da lactacdo, na maioria dos mamiferos domésticos
(Nogueira, 1999).

A diferenciacdo funcional da glandula pode ser dividida em trés fases: (I) a fase
proliferativa da gravidez precoce; (1) a diferenciacéo secretora inicial na metade da gestacéo,
durante o qual a glandula se torna competente para secretar o leite, e (111) a ativacéo secretoria
em torno do parto, quando comeca a secrecdo de leite.
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A fase proliferativa é iniciada imediatamente ap6s concepcéo, atingindo um pico em
cerca de cinco dias em ratos. A diferenciacdo secretora, também chamada de lactogénese I, se
inicia em meados da gestacdo e é marcada por mudancas principalmente bioquimicas. Em
ratos, pode ser observado o acumulo de goticulas lipidicas nas glandulas mamarias em torno
do 8° ao 10° dia de gestacdo. A ativacdo secretdria é o aparecimento da secrecdo do leite, é
por vezes referida como lactogénese 1l ou inicio de lactacdo. Este processo se inicia devido a

uma queda nos niveis de progesterona que acontece em torno do parto (Neville, 2006).

O processo continuo de producdo de leite, anteriormente denominado de
galactopoiese, consiste em duas fases em mamiferos placentarios, a fase colostral onde o
produto de secrecdo contém grandes concentracfes de imunoglobulinas e outras substancias
protetoras, e uma fase de secrecao posterior onde séo produzidas grandes quantidades de leite
(Neville, 2006). O volume produzido depende dos fatores nutricionais maternos, da
quantidade de leite removida pelo lactente e do aumento do fluxo sanguineo que ocorre com a

amamentacao (Silva e Vasconcelos, 1988).

2.2.1 Ejegdo do leite

A ejecdo do leite é realizada pela contracdo das células mioepiteliais apds a succdo da
papila. A estimulacdo das terminagdes nervosas do mamilo produz impulsos aferentes que
chegam a neur6nios do hipotalamo cujos axénios terminam na hipofise posterior. Sendo
assim é lancada na corrente sanguinea a ocitocina de modo pulsatil que interage com
receptores especificos nas células mioepiteliais iniciando uma contracdo coordenada que
expele o leite dos alvéolos para os ductos. A liberacdo de ocitocina é modulada por varios
agentes incluindo o estrogénio e a progesterona (Neville, 2006).

Os niveis de estrogénio no rato sdo suprimidos pela amamentacdo apds o parto na
primeira semana e, em seguida, aumentam gradualmente com a lactagdo continua, enquanto
que os niveis de progesterona aumentam durante a lactacdo alcangando o pico em cerca de 10
dias, antes de descer novamente. Assim, cerca de 10-12 dias de lactagdo o status hormonal
esterdide do rato é semelhante ao do animal em meados da gestacdo, ou seja, aumento de

estrogénio e queda dos niveis de progesterona (Burbach, Young et al., 2006).

Algumas espécies, como o rato, amamentam seus jovens em um estado de sonoléncia,

nesses animais a amamentacdo ocorre frequentemente (a cada 1-2 horas), mas se
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violentamente separada de sua ninhada a mée € capaz de armazenar 12 gramas de leite em
suas glandulas maméarias, o que equivale a cerca de 30% da producdo diéria de leite
(Wakerley, 2006).

Fatores relacionados as condicOes fisioldgicas e ambientais sdo capazes de alterar a
ejecdo do leite (Gorewit, Wachs et al., 1983). O reflexo ejecto-lacteo pode ser condicionado
na mae por sinais, sons ou odores. O choro de filhotes ou sua presenca pode estimular a
ejecdo do leite, em contrapartida, fatores emocionais como temores ou estresse podem inibir a
lactacdo (Silva e Vasconcelos, 1988; Leavitt, 1995). Muitos animais exibem um repertério de
comportamentos complexos que envolvem a limpeza e higiene de seus filhos antes da
amamentacdo. Sem duvida, isto também proporciona estimulos adicionais (tatil, olfativo e
visual) e também evoca o direito de fundo emocional, ou contexto para o desencadeamento da

ativacdo do reflexo ejecto-lacteo (Wakerley, 2006).

Ap6s o desmame dos filhotes, a maioria dos elementos secretores sofrem apoptose e
ocorre a remodelacdo da glandula mamaria. O pico de apoptose ocorre entre 3 e 4 dias apés a

retirada dos filhotes na maioria das cepas de camundongos (Neville, 2006).

2.2.2 Eliminacao de agentes pelo leite

A eliminacdo de medicamentos ou de seus metabdlitos pelo leite € um assunto de
extrema importancia. A excrecdo desses produtos pelo leite pode ser benéfica para os animais,
pois esta funciona como uma via de excrecao; entretanto, pode causar graves problemas para
a prole. Deve ser levada em consideracdo que 0 neonato possui baixa capacidade de

biotransformar estes agentes pela imaturidade dos seus sistemas enzimaticos (Bernardi, 2002).

As drogas podem chegar ao leite através de qualquer uma das vias existentes para a
secrecdo de componentes do leite, dependendo em grande parte da sua solubilidade lipidica
ou sua capacidade de usar os transportadores ja presentes na membrana plasmatica (Neville,
2006).

Algumas drogas sdo bem conhecidas por reduzirem a producéo de leite, como é o caso
do estrogénio. Estrégenos tém uma variedade de efeitos alem da sua ag¢do sobre o sistema

reprodutor, inclusive efeitos sobre o Sistema Nervoso Central. Portanto quimicos com
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atividade estrogénica podem afetar numerosas funcdes do sistema nervoso (Ceccarelli,
Fiorenzani et al., 2009).

Devido ao fato de o crescimento do lactente estar diretamente relacionado com a
ingestdo do leite materno, o uso dessas drogas pode representar risco potencial de déficit
ponderal, principalmente durante o puerpério imediato, época mais sensivel para a supressao

da lactacdo (Chaves e Lamounier, 2004).

2.3 Toxicologia reprodutiva

O ciclo reprodutivo de um individuo prolonga-se por boa parte de sua vida, iniciando-
se com a producdo dos gametas nos pais (ainda no periodo pré-natal), seguido pela
fertilizacdo e desenvolvimento embriofetal, nascimento e desenvolvimento pos-natal até
atingir a maturidade sexual quando os descendentes, ja adultos, tornam-se capazes de procriar,
dessa forma, diferentes fases da vida reprodutiva podem ser afetadas dependendo de quando o
individuo foi exposto ao agente toxico. Assim, a exposicdo durante a fase de implantacdo
acarreta mais embrioletalidade, do que teratogénese; no periodo de organogénese tanto pode
haver teratogénese, caso as lesbes produzidas sejam compativeis com a vida ou
embrioletalidade, se ndo o forem; no periodo fetal e neonatal os esbocos dos érgdos ja estdo
definidos e a maioria dos tecidos ja esta formada, nessa ocasido as malformacGes sdo menos
freqlentes, mas o crescimento e a maturacdo fisiolégica podem ser afetados por agentes
toxicos (Bernardi, 2002).

A toxicologia reprodutiva dedica-se ao estudo de fatores que possam alterar o sistema

reprodutor, o desenvolvimento do embrido e feto e o desenvolvimento p6s-natal das crias.

Os testes sobre toxicologia reprodutiva foram padronizados através da International
Conference on Harmonization of Techinical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) — que incluiu paises da Unido Européia, Estados
Unidos e Japdo, que estabeleceu principios basicos, adotados por tais paises para o0s testes.

Em 2005, a ICH estabeleceu as seguintes etapas para avaliagdo da toxicidade

reprodutiva:
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Estagio 1. Maturacao sexual a concepcao. Avaliam-se as funcgdes reprodutivas de machos e
fémeas adultas, o desenvolvimento e maturagdo de gametas, o0 comportamento sexual e o

processo de fertilizacéo.

Estagio 2. Concepcdo a implantacdo. Sao estudados as funcdes reprodutivas de fémeas

adultas, o desenvolvimento pré-implantagdo e o periodo de implantagdo propriamente dito.

Estagio 3. Implantacéo ao fechamento do palato duro. As fungdes reprodutivas de fémeas
adultas, o desenvolvimento embrionario e a formacao dos principais 6rgdos sao o0s objetivos

de estudo nesse estagio.

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

crescimento dos orgaos fetais.

Estagio 5. Nascimento ao desmame. Alvo de estudo: funcdo reprodutora de fémeas adultas,

adaptacdo neonatal a vida extra-uterina, desenvolvimento pré-desmame e crescimento.

Estagio 6. Desmame a maturidade sexual. Investigam- se as a¢des toxicoldgicas dos produtos
durante o desenvolvimento e crescimento poOs-desmame, adaptacdo das crias a vida
independente até atingir a maturidade sexual. Aqui se investigam também a fisiologia e

indicios de toxicidade materna.

Dessa forma, para a avaliacdo do desenvolvimento p6s natal das crias, sdo adequados
0S estagios cinco e seis.

2.4 Isoflavonas

O uso de ervas medicinais tem crescido nos ultimos anos (Eisenberg, Davis et al.,
1998), principalmente por mulheres que as usam para 0S mais variados propositos, como

dificuldades menstruais, sintomas da menopausa, alteracbes do humor e para tratamento de
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doencas dsseas (Tesch, 2003). Muitos dos efeitos obtidos estdo relacionados aos flavonoides
presentes na composicdo dessas ervas, que possuem acOes anticarcinogénica, antiviral,

antioxidante e antiinflamatoria (Harbone e Williams, 2000; Havsteen, 2002).

Os fitoestrogénios sdo compostos ndo esterdides de ocorréncia natural encontrados em
plantas que tém sua estrutura fenolica parecida com o estrogénio (Figura 1) o que faz com que
eles possam se ligar aos receptores de estrogeno e competir com os hormdnios enddgenos,
exercendo uma acdo agonista ou antagonista (Ibarreta, Daxenberger et al., 2001; Clapauch,
Meireles et al., 2002), porém mais fraca que o estrogénio (Bawa, 2010). O anel fendlico A é o
aspecto mais importante para a ligacdo seletiva de ambos os receptores (a e ), a maior parte
das substituicbes nos anéis alquila do anel A compromete a ligacdo, embora possam ser

toleradas substituicGes nos anéis C ou D (Loose e Stancel, 2010).
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Figura 1 - Estruturas quimicas do estradiol e do equol. Observe a similaridade entre o estradiol e a
isoflavona. Fonte: adaptado de (Frota, Matias et al., 2010).

As principais classes desses compostos sdo as isoflavonas, lignanas e coumestanos
(Adlercreutz, 2002; Cornwell, Cohick et al., 2004; Moon, Wang et al., 2006). As isoflavonas
sdo os fitoestrogénios mais comuns, sendo encontradas em abundancia nos grdos de soja
(Glycine max L.) e seus derivados. Daidzeina, genisteina e gliciteina estdo presentes em maior
proporg¢do na soja, ocorrendo também na forma de glicosideos, isto é ligadas a uma molécula
de acucar, que sdo denominados de daidzina, genistina e glicitina (Figura 2) (Ferrari e
Demiate, 2001; Duncan, Willian et al., 2003). Das isoflavonas, genisteina e daidzeina séo
pensados para exercer a atividade hormonal estrogénica mais potente e, portanto, a maioria da

atencdo na pesquisa tem sido direcionada para essas moléculas (Lephart, West et al., 2002).
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Figura 2 - Estruturas quimicas das isoflavonas em suas formas glicosidicas e agliconas. Fonte: (César,
Braga et al., 2007)

A maioria das isoflavonas se encontram ligadas a moléculas de agucar sendo assim
inativas (Brown e Setchell 2001), para ativacdo da molécula € necessaria a passagem pelo
trato gastrointestinal para que esse acucar seja clivado e essa molécula se torne ativa; a
daidzeina ainda pode ser metabolizada a equol, uma molécula que tem sido amplamente
estudada por possuir atividade estrogénica, tendo afinidade pelos receptores a e . Equol ¢
superior a todas outras isoflavonas na sua atividade oxidante, uma vez formado ele é
relativamente estavel. Porém ele ndo é produzido por todos os adultos saudaveis, estima-se
que somente 30-50% da populacdo produzam equol (Matulka, Matsuura et al., 2009) e
recentes estudos demonstram que as respostas clinicas maximas para dietas ricas em proteinas

de soja sdo alcangadas por individuos bons produtores de equol (Setchell, Brown et al., 2002).

Existe consideravel interesse cientifico no papel de fitoestrogénios em varios aspectos
da satde humana. A atencdo tem sido voltada principalmente para tipos de cancer horménio
dependentes (como o cancer de mama e de prostata), doencas cardiovasculares e osteoporose

e sintomas relacionados a menopausa (Duncan, Willian et al., 2003).
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Quando utilizadas para prevencdo de perda dssea, as isoflavonas isoladas mostram
efeitos distintos, ndo podendo ser assim consideradas como uma Unica entidade. Em ratas
ooforectomizadas tratadas com diferentes fitoestrogenos isolados somente a daidzeina
estimulou o crescimento e a diferenciacdo dos tecidos 6sseos de forma tdo eficaz quanto o
estrogénio ou o raloxifeno, além de ter exercido agdo sobre o desaparecimento de adipocitos
demonstrando uma a¢do no metabolismo da medula dssea, sugerindo assim ser mais eficaz na

reversdo de mudancas da menopausa (Somjen, Katzburg et al., 2008).

2.4.1 Efeitos na reproducéo

Na literatura ha varios estudos das isoflavonas, que incluem interferéncia no sistema
imunoldgico, alteracdes na funcéo tireoideana, reducdo de absorcdo de vitaminas, producédo
de danos no DNA, entre outros (Clapauch, Meireles et al., 2002; Hollenbach, 2008), porém a
maioria dos estudos é sobre efeitos na reproducao.

Na reproducdo as isoflavonas tém sido amplamente estudadas, havendo um grande
espectro de acdo. Liu, Zhang et al., 2007 demonstraram que neonatos aleitados por méaes
expostas a isoflavonas, apresentaram alteracdes no sistema reprodutor das crias fémeas,
havendo um grande aumento das concentracdes séricas de estrogénio resultando em aumento
do peso de 6rgdos como Utero e ovario e a0 mesmo tempo diminuindo a concentragdo sérica

de progesterona.

A genisteina € o isoflavon6ide mais estudado e que possui uma maior atividade
estrogénica. Foi demonstrado que a genisteina é transferida através do leite materno para suas
crias (Doerge, Twaddle et al., 2006) e que quando administrada durante geracdes
consecutivas causa hiperplasia da glandula mamaria em ratos do sexo masculino, sendo este
fato um dos indicadores mais sensiveis da regulagdo endocrina de estrogénio (Latendresse,
Bucci et al., 2009), embora seja observado também com outras substancias conhecidas por

seu alto grau de disrupcao endocrina como o bisphenol A (Vandenberg, Maffini et al., 2008).

A daidzeina mostrou ter efeitos negativos na implantacdo de blastocistos de ratos
quando administrada por via subcutanea. Esses dados mostram uma desregulacdo no eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal uma vez que essa isoflavona foi capaz de abaixar os niveis

séricos do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRh), progesterona e gonadotrofinas
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(Horménio Foliculo Estimulante, FSH e o Hormonio Luiteinizante, LH), ao mesmo tempo

que aumentou niveis de beta endorfina um inibidor do GnRh (Wu, Yang et al., 2005).

2.4.2 Efeitos no comportamento

Devido ao alto consumo de dietas & base de soja, uma aten¢do maior tem sido dada aos
possiveis efeitos comportamentais que esses produtos podem exercer. Ja foram descritos
varios efeitos em animais tratados com dieta enriquecida com fitoestrogenos, efeitos estes que
permanecem na idade adulta e muitas vezes sdo irreversiveis. Lephart et al. (2002)
demonstraram que as isoflavonas e seus metabdlitos sdo capazes de alterar significativamente
regides cerebrais relacionadas ao dimorfismo sexual, aprendizagem, ansiedade e memoria.
Com isso o0s autores ressaltam a importancia que deve ser dada aos efeitos de substancias que
mimetizam e/ou antagonizam os efeitos dos estrogénios no cérebro e suas possiveis

conseqiiéncias como por exemplo o mal de Alzheimer, principalmente em mulheres.

2.5 lpriflavona

A ipriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona) (Figura 3) é um derivado
sintético da daidzeina, comercializado em alguns paises, com a finalidade de aumentar a
densidade e prevenir a perda 6ssea (Yamazaki, 1986; Head, 1999; Chambd Filho, Chambd et
al., 2000). Sua absorcdo se da pelo intestino delgado, figado e rins; é extensivamente
metabolizada por oxidacdo no figado, produzindo sete metabdlitos diferentes (Moon, Kim et
al., 2007). E excretada por via biliar, fecal e urinaria (Yoshida, Tsukamoto et al., 1985; Levai,
Vargay et al., 1989). Seu nivel sérico méximo em ratos é atingido em 1,5h e sua meia-vida é
de 5,8h. Em cdes, 0 pico serico € atingido em meia hora. A eliminacdo dos metabolitos ocorre

em 48h em ratos e em 72h em cées (Yoshida, Tsukamoto et al., 1985).
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Figura 3 — Estrutura quimica da ipriflavona. Fonte: adaptado de (Lipinski e Bushman, 2010).

Os medicamentos validados pela ANVISA indicam a posologia de 600 mg por dia de
ipriflavona, sendo este farmaco comercializado sob a forma de capsulas, nas concentracdes de
200 e 300 mg, sendo administrado, respectivamente, de 8 em 8 e de 12 em 12 horas
(ANVISA, 2008).

Os metabdlitos da ipriflavona possuem efeitos inibitorios sobre as CYPs 1A2, 2C8 e
2C19 (enzimas isomorfas do citocromo P450) (Moon, Kim et al., 2007), aumentam 0s niveis
plasmaticos de teofilina, e também atuam inibindo competitivamente com a isoenzima do
citocromo P450, CYP2C9, responsavel pela catalisacdo de outros farmacos, como a warfarina
(Scott e Elmer, 2002). Essa inibicdo de enzimas do citocromo P450 pode interferir com a
sintese de horménios esterdides, ja que a enzima CYP19 aromatase catalisa a conversao de
androgenos em estrégenos sendo responsavel pelo balango homeostatico entre horménios
femininos e masculinos (Simpson, Clyne et al., 2002) podendo assim causar prejuizos no
desenvolvimento perinatal, pois na ocasido do nascimento os animais nao possuem todos os

sistemas fisiol6gicos maduros (Pohl, Smith-Simon et al., 1998).

Jé& foi demonstrado que a ipriflavona possui um efeito apopt6tico (Tani, Matsuda et al.,
2004), o que também poderia inteferir com o desenvolvimento da prole, uma vez que no
sistema nervoso em amadurecimento ha a protecdo da apoptose em algumas areas e a inducéo

de apoptose em outras (McCarthy, 2008).

Estudos dos efeitos na reproducdo demonstram que a ipriflavona é capaz de inibir a
via de sinalizacdo Hedgehog, via esta que no periodo de desenvolvimento embrionério, se
perturbada é capaz de causar defeitos congénitos graves (Lipinski e Bushman, 2010). Em
estudos realizados no Centro de Biologia da Reproducdo ndo foram encontrados defeitos

congénitos na prole onde méaes receberam a ipriflavona por via oral durante os periodos de
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organogénese e fetogénese, porém assim como a daidzeina (Wu, Yang et al., 2005), a
ipriflavona mostrou também ter efeitos negativos na implantacdo de blastocistos de ratas

quando administrada por via oral (dados ndo publicados).

Os laboratdrios farmacéuticos responsaveis pela comercializacdo da ipriflavona néo
indicam o uso da ipriflavona no periodo da lactacdo, visto que essa substancia pode passar

pelo leite materno. Porém n&o foram encontrados estudos que comprovassem esse fato.

Visto que substancias como as isoflavonas sdo capazes de passar para o leite materno e
a ipriflavona possui as propriedades apresentadas acima se torna necessario o estudo do efeito
dessa substancia na prole quando administrada as suas méaes durante o periodo de lactogénese.
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3. HIPOTESE

A administracdo da suspensdo aquosa de ipriflavona a ratas lactantes altera o

desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o desenvolvimento fisico e neuromotor de crias de ratas lactando, que

receberam extrato aquoso de ipriflavona.

4.2 Especificos

o Observar possiveis efeitos da suspensdo aquosa da ipriflavona no periodo de lactacdo
o Observar manifestacdes de sinais clinicos de toxicidade na mée

o Avaliar o aparecimento dos sinais fisicos de desenvolvimento pos—natal

o Avaliar o crescimento da ninhada

o Determinar o periodo de aparecimento dos reflexos neuromotores
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Ipriflavona

A ipriflavona (Ip) utilizada no experimento € de origem e procedéncia chinesa,
exportada pela empresa Nanjing Wellchem Enterprise CO., Ltd., importada pela empresa
Deg, lote nimero 061005 (DCB: 03913.01-5; CAS: 35212-22-7; codigo: 1.1131-0; fragdo n°
534068 28/12/06) e foi gentilmente cedida pela professora doutora Tania Toledo da
Universidade Federal de Vicosa (UFV) — MG, Brasil.

5.2 Modelo Experimental

Ratas Wistar nuliparas (n=60), com idade compreendida entre 90 e 120 dias,
provenientes da col6nia do biotério do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, foram acasaladas com machos de fertilidade
comprovada, na propor¢do 2:1, na noite em que estavam na fase de proestro e na manha
seguinte, apo6s a separacdo do macho, verificou-se o acasalamento através da presenca de
espermatozdides no esfregaco vaginal (dia 1 pés inseminacdo). No 15° dia de prenhez os

animais foram separados em gaiolas individuais.

5.3 Condicdes de criacdo e manutencdo dos animais

Os animais foram alojados em micro-isoladores, providos de cama de maravalha
selecionada, mamadeira para agua e cocho para racdo peletizada, mantidos em racks com
controle de ventilagdo, localizados em alojamentos com sistema de iluminagédo artificial em
fotoperiodo de 12h claro/ 12h escuro, temperatura de 22°C + 2°C e umidade relativa do ar
entre 40-60%.
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5.4 Organizacgdo dos grupos experimentais

No 20° dia de prenhez os animais foram distribuidos entre cinco grupos experimentais,
como ilustrado abaixo (Figura. 4). A composi¢do dos grupos foi feita de forma aleatoria

através de sorteio.

‘ Ratas Wistar prenhes ‘

‘ Controle ‘
Coldnia 0,01 mg/g/dia
(n=12) (n=12)
Experimental 0,05 mg/g/dia
(n=12) (n=12)
0,1 mg/g/dia
(n=12)

Figura. 4 — Esquema ilustrativo da distribuicdo dos animais entre 0s grupos experimentais

Tratadas ‘

O grupo controle da colbnia ndo teve nenhum tipo de manipulagéo (este grupo foi
utilizado para se estudar os possiveis efeitos causados pelo estresse do procedimento de
gavagem) (Schumarz, Gorniak et al., 2003), o grupo controle experimental recebeu 1 ml de
4gua destilada via intragéstrica duas vezes ao dia (7h e 19h) do 2% a0 16° dia de lactacdo. Ja os
grupos tratados 1, 2 e 3 receberam suspensédo aquosa de ipriflavona nas doses 0,01; 0,05 e 0,1
mg/g/dia (equivalente a dose terapéutica, 5 vezes e 10 vezes a dose indicada),
respectivamente, via intragastrica duas vezes ao dia (7h e 19h) durante o mesmo periodo. As

doses foram baseadas em estudos prévios realizados no Centro de Biologia da Reprodugéo.

A ipriflavona em pd foi pesada de acordo com a dose utilizada para cada grupo e

diluida em 1 ml de agua destilada.
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5.5 Avaliagéo de toxicidade materna

A toxicidade materna foi avaliada através do peso corporal, hiper ou hipoatividade,
piloerecdo, esteriotipia, cromodacriorréia, sangramento vaginal, diarréia e morte (Hood e
Miller, 2006). O consumo de racdo foi estimado pela diferenca de peso entre a quantidade
colocada as 12 horas do dia anterior (40 gramas) e 0 que restou na gaiola do dia seguinte.

Estes parametros foram mensurados diariamente antes da gavagem.

Também foram observados comportamentos maternais como: postura de
amamentacdo, organizagdo e manutengdo do ninho, ato de recuperar e recolher filhotes e
lambé-los (Brown, 1998). Esses comportamentos foram observados por uma hora antes do

procedimento de gavagem e uma hora apds o procedimento.

5.6 Avaliacdo do desenvolvimento neonatal das crias

Vinte e quatro horas apds o nascimento fez-se a pesagem individual e a observacdo do
estado fisico de cada filhote, s6 foram usados aqueles em perfeita condi¢do fisica. Anotaram-
se numero de filhotes e proporcdo entre machos e fémeas em cada ninhada. A seguir as
ninhadas foram padronizadas para conter quatro machos e quatro fémeas. As ratas que
tiveram ninhada com nimero inferior a oito filhotes foram devolvidas a colbnia e repostas. As

crias foram identificadas atraves de tatuagem feita na pele por nanquim.

Os seguintes dados foram anotados diariamente para a avaliagdo do desenvolvimento

fisico e reflexoldgico das crias:

Desenvolvimento fisico:

O desenvolvimento fisico foi avaliado pelo peso corporal e sinais indicadores de

desenvolvimento fisico (SIDF).

As crias vivas e mortas foram contadas e as primeiras foram pesadas vinte e quatro

horas apds 0 nascimento, e no 42, 10% 15° 20° e 25° dias apds o parto (Bailey, Wise et al.,
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2009). Como sinais indicadores do desenvolvimento fisico das crias foram observados:
abertura dos olhos, desdobramento das orelhas, aparecimento de lanugo e pélos, erupcdo 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, Gérniak et al., 2003).

Para observacdo do lanugo foi utilizada lupa de m&o. O aparecimento dos pélos foi
considerado quando o animal estivesse todo coberto e na cor branca. A erupcdo dos dentes
incisivos foi feita com a ajuda de um l&pis atritando a gengiva. A abertura vaginal deveria ser
perfeitamente discernivel. A descida dos testiculos foi determinada quando os dois testiculos

foram palpaveis no escroto.

Desenvolvimento reflexoldgico:

Foram feitos 0s seguintes testes: preensdo palmar, resposta postural, esquiva ao
abismo, orientacdo e geotaxia negativa. Os testes foram feitos diariamente ap6s o
procedimento de gavagem, até que todos os reflexos aparecessem, tendo duracdo de 15
segundos cada (Silva, 1991).

A)- Teste de preensdo palmar: é observado o dia em que a preensao aparece e desaparece; é 0
unico sinal que desaparece ao longo do tempo. Um objeto pontiagudo, no caso um clips, é

colocado na pata dianteira do animal e se o0 observa a preensdo (Figuras 5 e 6).
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) N Figura 6 — Teste de preensao palmar.
Figura 5 — Teste de preensdo palmar. Observe a presenca de reflexo.
Observe a auséncia de reflexo. (Arquivo pessoal)

(Arquivo pessoal)

B)- Teste de resposta postural: o filhote é colocado sobre uma mesa em decubito dorsal e sua

resposta € se voltar a posi¢do de decubito ventral (Figuras 7 e 8).

Figura 8 — Teste de resposta postural.
Observe a presenga de reflexo.
(Arquivo pessoal)

Figura 7 — Teste de resposta postural.
Observe a auséncia do reflexo.
(Arquivo pessoal)
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C)- Teste de esquiva ao abismo: é observado o deslocamento do filhote em direcdo oposta a

borda, uma vez que ele é colocado na borda de uma mesa com as patas dianteiras voltadas

para fora (Figuras 9 e 10).

Figura 9 — Teste de esquiva ao Figura 10 — Teste de esquiva ao
abismo. Observe a auséncia de reflexo. abismo. Observe a presenca de
(Arquivo pessoal) reflexo. (Arquivo pessoal)

D)- Teste de orientacdo: o filhote é preso pela cauda com a cabeca tocando a borda da mesa, e
tal forma que as vibrissas toquem a superficie vertical. A resposta consiste em elevar a cabecga

e estender as patas dianteiras em direcdo & mesa (Figura 11).

Figura 11 — Teste de orientacdo. (Arquivo pessoal)
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E)- Teste de geotaxia negativa: o animal é colocado sobre uma plataforma inclinada
posicionado com a cabeca voltada para baixo, observa-se o animal dar uma volta de 180°
(Figuras 12 e 13).

Figura 12 - Teste de geotaxia Figura 13 — Teste de geotaxia
negativa. Ob_serve a auséncia de negativa. Observe a presenca de
reflexo. (Arquivo pessoal) reflexo. (Arquivo pessoal)

Para a observacdo das varidveis de desenvolvimento fisico e reflexoldgico, foi usada
luva, mantida em contato previamente com a maravalha da gaiola materna. Os filhotes foram
manuseados com delicadeza e devolvidos a gaiola, observando-se o seu recolhimento pela

mae.

5.7 Estatistica

Os dados paramétricos foram analisados por ANOVA seguida de teste de Dunnett e 0s

dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por teste de

Mann-Whitney ou Qui quadrado. O nivel de significancia dos testes foi de a = 0,05.
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5.8 Aprovacéo do Comité de Etica

A metodologia deste trabalho foi aprovada pelo comité de ética em experimentacao
animal (protocolo nimero 029/2009-CEEA, Universidade Federal de Juiz de Fora, MG,
Brasil).
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliagdo materna

O comportamento materno ndo mostrou alteragdes nos grupos estudados. A postura de
amamentacao, construcdo do ninho, o recolhimento dos filhotes e ato de lamber as crias foram

semelhantes entre 0s grupos.

N&o foram observados sinais clinicos de toxicidade materna - piloerecdo, hipo ou
hipermotilidade no interior da gaiola, estereotipias, cromodacriorréia, diarréia, perdas
sanguineas vaginais e mortes — em nenhum dos grupos estudados. Também ndo foram
observadas diferencas significativas do consumo alimentar ou peso materno entre 0s grupos
controle da col6nia e o controle experimental (dados ndo mostrados). Sendo assim foi feita a
comparagdo do grupo controle experimental e grupos tratados onde ndo se observou
diferencas significativas entre 0s grupos no consumo de ragdo (Figura 14) ou peso materno
(Figura 15).

I
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Figura 14 - Consumo estimado de ragdo por ratas Wistar lactantes tratadas com suspensdo aquosa de
ipriflavona nas concentragfes zero; 0,01; 0,05 e 0,1 mg/g/dia. Os resultados mostram o consumo
médio diério do 2% ao 16° dia de lactagdo. N = 48. p>0,05.
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Figura 15 - Peso corporal materno de ratas Wistar lactantes tratadas com suspensdo aquosa de

ipriflavona nas concentrac@es zero, 0,01; 0,05 e 0,1 mg/g/dia. Os resultados mostram o peso médio do
2% a0 16° dia de lactacéo. N = 48. p>0,05.

6.2 Avaliacdo do desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole

A tabela 1 mostra o nimero de mortes ocorridas durante o periodo de observagédo da
prole.

Tab. 1 — Numero de mortes ocorridas em crias de ratas Wistar lactantes tratadas com
suspensdo aquosa de ipriflavona nas concentragdes zero, 0,01; 0,05 e 0,1 mg/g/dia.

Ipriflavona
VARIAVEIS Sexo  (mg/g/dia)
0 0,01 0,05 0,1
Mortes até o 5° dia
de vida M 0 0 1 0
F 0 0 0 0
Mortes do 6° ao
152 dia de vida M 1 0 0 0
F 0 0 0 0
Mortes a partir do
16° 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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Os dados referentes ao peso dos filhotes ndo mostraram diferenca significativa entre 0s
grupos controles coldnia e experimental (dados ndo mostrados). A Figura 16 ilustra os dados
referentes ao peso de todos os filhotes do sexo masculino, ndo havendo diferenca significativa
entre 0 grupo controle experimental e os grupos tratados. A Figura 17 ilustra os dados
referentes ao peso de todos os filhotes do sexo feminino, onde somente nas 24 horas apds o
nascimento foram encontradas diferengas significativas entre grupo controle experimental e o
grupo que recebeu a maior dose, porém como esse resultado foi observado antes do inicio do

tratamento, nao foi influenciado pela administracao da ipriflavona (p<0,01).

-
441 = Dmeegdi
281 i mg gdiz
35 == 0,0 mggdia
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Figura 16 - Peso corporal de crias do sexo masculino, desde as primeiras 24 horas ap0s 0 nascimento
(dia 1) ao 25° dia de vida, provenientes de maes tratadas com suspensdo aquosa de ipriflavona nas
concentragdes zero; 0,01; 0,05 e 0,1 mg/g/dia. n = 48. p>0,05.
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Figura 17 - Peso corporal de crias do sexo feminino, desde as primeiras 24 horas apds 0 nascimento
(dia 1) ao 25° dia de vida, provenientes de mdes tratadas com suspenséo aquosa de ipriflavona nas

concentracdes zero; 0,01; 0,05 e 0,1 mg/g/dia. n =48. * p< 0,01

As tabelas 2 e 3 mostram os sinais de desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole,

respectivamente. Nao foram observadas diferencas significativas nos parametros analisados.
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Tabela 2 — Desenvolvimento fisico (em dia de aparecimento) dos filhotes de sexo masculino
e feminino de ratas lactantes submetidas ou no, do 22 ao 16 dia de lactac&o & administracéo
da suspensdo aquosa de ipriflavona

Ipriflavona (mg/g/dia)
Variavel Sexo
0 0,01 0,05 0,01
n =46 (M); n =46 (M); n =47 (M); n =48 (M);
48 (F) 48 (F) 48 (F) 48 (F)
Aparecimento
lanugo M 4004 40+04 40£0,5 39+04
F 41+05 40£0,5 4005 40+05
Desdobramento
orelha M 46+0,5 46+04 48+0,3 47+0,5
F 4,7+04 48+0,3 48+04 4,7+04
Erupgdo incisivo
superior M 9,4+0,8 9,7+0,8 9,6 £0,7 9,7+0,9
F 96+0,8 99+0,8 99+10 9,8+0,8
Erupcéo incisivo
Inferior M 115+£10 115+08 1157+0,68 115%0,7
F 115+£09 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+04 9,7+04 9,7+04 9,8+04
Abertura do olho M 169+05 169+05 169+06 17,0+0,6
F 16,8+06 168+06 16,7+05 17,1+0,8
Descida testiculo M 21,1+08 208+09 210+£08 21,0+09
Abertura vaginal F 369+20 365+24 363+27 366+23

P > 0,05. Os dados séo apresentados em média + desvio padrédo de dias de vida
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Tabela 3 - Desenvolvimento reflexoldgico (em dia de aparecimento) dos filhotes de sexo
masculino e feminino de ratas lactantes submetidas ou ndo, do 2° ao 16° dia de lactacdo a
administracao da suspensao aquosa de ipriflavona.

Ipriflavona (mg/g/dia)

Variavel Sexo
0 0,01 0,05 0,1
n =46 (M); n =46 (M); n =47 (M); n =48 (M);
48 (F) 48 (F) 48 (F) 48 (F)
Ap. preenséo
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. Preensédo
palmar M 8,3+19 84+1,5 8,2+1,7 8,1+1,6
F 86%+1,6 8,1+1,6 8,3+1,6 8,3+15
Resposta postural M 33205 3,2+£0,5 3,1+£04 3,2x£05
F 3,4+0,6 3,3+0,6 3,2+0,5 3,2+05
Esquiva ao
abismo M 73+1,.2 72+1.2 73+1.1 73+1,3
F 74+14 74+13 73+1,3 73+1,3
Geotaxia
negativa M 79+13 7,7+17 8,0+1,6 78+1,6
F 76+15 8,0+14 78+15 8,1+1,6
Orientacéo M 95+1,8 90+1,7 94+16 90+1,6
F 10,1+18 9,7+1,6 95+1,7 95+1,3

P > 0,05. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrao de dias de vida
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7- DISCUSSAO

O comportamento materno em mamiferos é responsavel por assegurar a sobrevivéncia
da prole (Marchlewska-Koj, Kapusta et al., 1999) e promover um desenvolvimento adequado
a médio e longo prazo (Poindron, 2005). Mudancas na interacdo da mde com seus
descendentes podem interferir com a maturacdo neurocomportamental da prole (Spear e File,
1996). Além disso, tanto o0 bem estar fisico quanto o estado de salde maternos sdo essenciais
para o desenvolvimento fisico da prole (Chahoud, Ligensa et al., 1999) e ambos podem ser
afetados por substancias endégenas ou exdgenas que possam causar toxicidade materna.

A toxicidade materna pode ser observada através de alteracdes no peso corporal e
consumo de alimento; além da presenca de sinais clinicos indicativos de estresse materno
(Holson, Nemec et al.,, 2006). No presente trabalho ndo foram observadas alteracdes
comportamentais, no peso materno ou consumo de racao; nem a presenga de sinais clinicos
indicativos de toxicidade, sugerindo uma possivel auséncia de toxicidade da suspensao aquosa

de ipriflavona no organismo materno.

A lactacdo € um evento que prové a cria de todo o alimento necessario para seu
desenvolvimento. O complexo mecanismo de lactacdo envolve hormdnios como o estrogénio
e a progesterona. Sabe-se que a ipriflavona apresenta efeitos inibitorios do citocromo p450
que pode, indiretamente, reduzir a sintese de horménios esteroidianos devido a reducdo de
colesterol e, por essa via, modificar a producdo de leite materno (Scott e Elmer, 2002). Além
disso, foi demonstrado que a daidzeina, precursora da ipriflavona, quando administrada por
via subcutdnea, é capaz de diminuir a concentracdo de progesterona interferindo no eixo
hipotalamo hipdfise (Wu, Yang et al., 2005); o que também poderia modificar a producéo do
leite materno. Embora nesse estudo ndo se tenha testado a passagem da ipriflavona para o
leite materno, existe a possibilidade de que tal ocorresse uma vez que varios autores relataram
efeito das isoflavonas na prole, através da ingestdo de leite (Doerge, Twaddle et al., 2006;
Liu, Zhang et al., 2007).

Estudos prévios com a genisteina indicam menor ganho de peso em neonatos expostos
a isoflavona (Delclos, Bucci 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 alteragdes qualitativas ou quantitativas
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que comprometessem o desenvolvimento normal das crias a se julgar pelo nimero 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
massa corporal se devem ao consumo de leite materno (Doerge, Twaddle et al., 2006). Além
disso, os demais indicadores fisicos de desenvolvimento da cria ndo diferiram entre os filhotes
de mées tratadas e néo tratadas com ipriflavona.

Os neonatos ndo 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, Ghabrial et al.,
2001). A barreira hematoencefalica ainda ndo esta 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 esta incompleto o que s6 acontece nas
primeiras 3-4 semanas de vida (Andersen, Nielsen et al., 2000). Consequentemente, agentes
toxicos que possam passar pelo leite materno, ingeridos pela cria, podem nao ser
adequadamente metabolizados, passar para a corrente circulatéria, 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 (Doerge, Churchwell et al., 2001). 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). J& foi demonstrado que a ipriflavona possui

um efeito apoptotico 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 nédo passar pelo leite ou passar mas néo alterar o desenvolvimento fisiol6gico

normal do cérebro do neonato.

Em conclusdo, a suspensdo aquosa de ipriflavona, ndo apresentou indicios de

toxicidade materna nem de alteragdes no desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole.
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