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Resumo
RICCI, E. L. Estudo de neuroteratologia em ratos. efeitos da restricdo alimentar e da
monocr otalina.[Neuroteratology studies in rats. effects of feed restriction and
monocrotaline].2010. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)- Faculdade de Medicina
veterindria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Os problemas causados pela exposicao dos animais as plantas no Brasil data dos primordios
da colonizacdo. Em particular, as plantas do género Crotalaria sdo encontradas em todo o
mundo, distribuidas principalmente em areas tropicais e subtropicais; tem como principal
principio ativo o alcaléide pirrolizidinico monocrotalina (MCT) encontrado nas suas sementes
e partes aéreas. No presente trabalho foram avaliados tanto a toxicidade aguda da MCT, como
os efeitos da exposicdo durante a gestacdo, a diferentes doses da MCT, sobre o
desenvolvimento fisico e neurocomportamental da prole de ratas. Além disso, foi estudado
também os efeitos da restricdo aimentar (RA) em ratas prenhes e em sua prole, uma vez
dados anteriores do nosso laboratério mostraram que a MCT reduziu o peso corpéreo de ratos
tratados por 14 dias. Assim, ratas Wistar foram submetidas a restric¢éo alimentar, durante 6° ao
20° dia de gestacéo, recebendo 85, 60, 45 ou 30% do consumo médio diario de ragcdo (100% =
22,75 g de racdo). Os resultados mostraram que a RA: @) promoveu canibalismo materno
dependente da intensidade da RA da mée, sendo que no grupo de maior restricdo (30%)
nenhum filhote sobreviveu; b) causou reducdo do peso corpdéreo da prole, sendo que este
efeito foi observado a partir do 14° dia de vida nas proles proveniente de ratas com 45% de
RA e aos 35 dias de vida nos filhotes oriundos de ratas dos grupos 60, 45 e 30% de RA; ¢)
na avaliagdo do desenvolvimento fisico da prole ndo foram observadas alterages entre os
grupos, exceto no peso corporeo da prole; d) na avaliacdo neurocomportamental foi observado
apenas reducdo da atividade geral da prole, sendo este efeito dependente da intensidade da
RA. A MCT (10, 30 e 100 mg/kg) administrada em dose Unica em ratos, ratas e fémeas
prenhes promoveu alteragdes nos escores de avaliacdo clinica dose-dependente e as fémeas
prenhes mostraram ser mais sensiveis ao efeito toxico de MCT que as fémeas virgens e
machos. A exposicdo a MCT (1,0; 3,5 e 7,0 mg/kg) durante a gestacdo promoveu: a) reducéo
do nimero de filhotes nascidos das méaes que receberam 3,5 e 7,0 mg/kg, em relacéo as maes
controles e pair-feeding (grupo que recebeu a mesma quantidade de racdo consumida pelo
grupo tratado com a maior de MCT); b) reducéo do peso corpéreo da prole do grupo que
recebeu 1,0 e 7,0 mg/kg, a partir do 35° dia de vida; ) na avaliacdo do desenvolvimento fisico

da prole ndo foram observadas alteragfes entre 0s grupos, exceto no peso corporeo da prole;



d) na avaliacdo neurocomportamental foi observado apenas aumento do tempo de
imobilidade, medido em campo aberto da prole de méaes que receberam 3,5 e 7,0 mg/kg de
MCT. Os presentes achados revelaram que a RA tem papel de pouca importancia na
toxicidade da MCT, mostrando n&o haver correlacdo intima entre a perda de peso materno e
desenvolvimento dos filhotes expostos a toxina e a RA. A inclusdo do grupo pair-feeding
parece ser importante quanto aos estudos de toxicidade do desenvolvimento, pois representam
um controle dos aspectos nutricionais envolvidos no teste. Sugere-se também que nos
protocolos de avaliagdo da toxicidade do desenvolvimento sejam incluidos estudos da
interacéo mée-filhote e do desenvolvimento tardio da prole exposta.

Palavras-chave. Monocrotalina. Restricdo  aimentar. Intoxicacdo materna. Efeitos

Neurotéxicos.Ratos Wistar.



ABSTRACT

RICCI, E. L. Estudo de neuroteratologia em ratos. efeitos da restricdo alimentar e da
monocr otalina.[Neuroteratology studies in rats. effects of feed restriction and
monocrotaling].2010. 93 f. Dissertacdo (mestrado em ciéncias)- Faculdade de Medicina
veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2010.

The problems caused by the exposure of animals to plants in Brazil dates from the early days of
colonization, in particular, plants of the genus Crotalaria. These plants can be found worldwide,
mainly distributed in tropical and subtropical areas; its main active principle is the pyrrolizidine
akaloid monocrotaline (MCT), which is found in their seeds and aeria parts. In the present study it
was evaluated the acute toxicity of MCT, as the effects of exposure during pregnancy and the different
doses of MCT on the physical and neurobehavioral development of rat offsprings. In addition, we also
studied the effects of feed restriction (FR) in pregnant rats and their offspring since previous data from
our laboratory showed that the MCT decreased body weight of rats treated for 14 days. Thus, Wistar
rats were subjected to feed restriction during the 6th to 20th day of gestation, receiving 85, 60, 45 or
30% of average daily feed intake (100% = 22.75 g diet). The data showed that RF: @ promoted
maternal cannibalism dependent on the intensity of the RA's mother, knowing that the largest group of
restriction (30%) no offspring survived, b) it reduced the body weight of offspring, but this effect was
observed from day 14 of life in the offspring from rats with 45% FR and 35 days of life in the
offspring of rats from groups 60, 45 and 30% of FR, c) in the assessment of physical development of
offspring no changes were observed between groups, except the body weight of offspring, d)
neurobehavioral evaluation was observed reduction only in the general activity of the offspring and
this effects being dependent on the severity of RA. The MCT (10, 30 and 100 mg / kg) administered as
a single dose in rats and pregnant rats caused alterations in the scores of clinical dose-dependent and
pregnant females were shown to be more sensitive to the toxic effects of MCT than virgin females and
males.

Exposure to MCT (1.0, 3.5 and 7.0 mg / kg) during pregnancy promoted: a) reduction on the number
of pups born of mothers who received 3.5 and 7.0 mg / kg when compared to mothers and controls
pair-feeding (group received the same amount of feed consumed by the group treated with the highest
MCT), b) reduction of body weight of offspring of the group that received 1.0 and 7.0 mg / kg from
the 35th day of life, ¢) on the evaluation of the physical development of offspring no changes were
observed between groups, except the body weight of offspring, d) on neurobehavioral evaluation it
was observed increase of immobility only in the time. These were measured on the open field of the

offspring of mothers who received 3.5 and 7.0 mg / kg MCT.



The present findings revealed that RA has a minor role in the toxicity of MCT, showing no close
correlation between maternal weight loss and development of offspring exposed to toxin and RA. The
inclusion of the pair-feeding group appears to be important when regards the toxicity studies of
development, knowing that this can represent a control of the nutritional aspects involved in the test. It
also suggest that in the protocols of toxicity development evaluation be included studies of mother-cub

and the late devel opment of offspring exposed.

Keywords: Monocrotaline. Feed restriction. Maternal intoxication. Neurotoxic effects. Wistar Rats.
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1INTRODUCAO

Os problemas causados pela exposicdo de animais a plantas no Brasil data dos
primordios da colonizacdo. Assim, ja em 1587 o senhor de engenho Gabriel Soares de Souza,
em seu “ Tratado Descritivo do Brasil”, além de fazer alusdo a grande riqueza dafauna e flora,
mencionou a ata mortalidade de gado devido a ingestdo de ervas (HOEHNE, 1939).
Atualmente, considerando que muito poucos grupos de pesquisa brasileiros estdo empenhados
na caracterizacdo das principais plantas potencialmente toxicas para a criagdo animal em
nosso pais, ja foram catalogadas mais de 80 destes vegetais (TOKARNIA; DOBEREINER,;
PEIXOTO, 2000).

E bastante dificil precisar as perdas econémicas advindas da intoxicagdo por plantas
no Brasil. Assim, ao contrario do que ocorre com alguns paises como os Estados Unidos e a
Austrdlia, nos quais sdo calculados estes prejuizos anualmente, em nosso pais sabe-se apenas
que ha grande mortalidade na pecuéria devido a este tipo de intoxicacéo. Entretanto, a morte
nao € aprincipa perda econdmica, ja que a grande maioria das plantas toxicas no Brasil causa
intoxicacéo cronica (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). Deste modo, devem-se
considerar, fundamentalmente, os prejuizos devido a queda na produtividade e ganho de peso,
efeitos no sistemaimune, os quais podem causar doencgas decorrentes do efeito imunotoxico, e
também alteracbes na esfera reprodutiva, particularmente efeitos teratogénicos. Outro aspecto
gue deve ser considerado quando se considera a relevancia do estudo das plantas toxicas se
refere ao fato de que as toxinas destas plantas podem ser veiculadas por produtos de origem
animal, como leite, carne, ovos, mel etc, podendo, desta maneira, produzir efeitos nocivos de
maneiraindireta no ser humano (PANTER; JAMES, 1990).

1.1 SOBRE A CROTALARIA

As plantas do género Crotalaria pertencem a familia das Leguminosae, que
compreende cerca de 600 espécies de plantas. A Crotalaria spp. (figura 1) possui distribuicdo
mundial, principalmente em &reas tropicais e subtropicais do planeta (TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). No Brasil, sGo conhecidas cerca de 40 espécies de
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Crotalaria (TOKARNIA; DOBEREINER, 1979) e estas sGo amplamente cultivadas com
objetivo de produzir “adubo verde’, hga vista que a Crotalaria spp, por ser uma
L eguminosae, possui a caracteristica de fixar o nitrogénio no solo, sendo assim empregada em
areas de solo “pobre” (JOLY, 1977). As principais formas de intoxicagdo de animais de
producdo sdo decorrentes da invasdo das areas cultivadas por estas, principalmente em
periodos de estiagem; invasdo destas plantas em pastagens; ou ainda, contaminacéo do feno
pela planta ou por suas sementes (MEDEIROS, 1999).

Figura 1- Crotalaria sp

Além de ser um problema na pecuédria decorrente das perdas econdmicas que a
toxicose causa, esta planta também pode ser considerada como um problema de salde
publica, ja que o metabdlito toxico de seu principio ativo, a monocrotalina (MCT), pode ser
excretada no leite e também nos ovos e no mel (WILSON et al., 1992). Ainda, 0 uso
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deliberado destas plantas na forma de cha e de “medicamentos’ ditos populares sdo
preocupacdes constantes, ndo sO no Brasil, como em todos os paises onde estas plantas séo
encontradas (HUXTABLE, 1980).

O principal principio ativo da Crotalaria spp. € o alcaldide pirrolizidinico MCT.
Porém, para que ocorra a toxicidade, € necessario que este alcal6ide seja biotransformado no
figado, especificamente pelo sistema microssoma P-450-3A (KASAHARA et al., 1997),
gerando destarte trés metabdlitos. o é&cido monocrético;, a retronecina e a
deidromonocratalina, também denominada de pirrol da monocrotaina (MCTP -
monocrotaline pirrol), sendo este o metabdlico tdxico deste a cal6ide (MEDEIROS, 1999).

Shah, Patel e Sehgal (2005) sugerem que um dos possiveis mecanismos de toxicidade
do MCTP estgja na sua interferéncia no transporte de proteinas e de receptores do complexo
de Golgi até a membrana plasmatica; ainda, Mukhopadhyay et al. (2006) consideram que 0
alargamento do reticulo endoplasméatico rugoso e o comprometimento da atividade mitética
(megal ocitose) também seja decorrente dainjuria no complexo de Golgi.

As alteragbes mais freqlientemente observadas em animais de producéo naturalmente
intoxicados pela planta sdo aquelas relacionadas a hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade.
Histologicamente, estas alteracbes caracterizam-se por necrose hepatica periacinar,
megalocitose de hepatocitos com infiltrado neutréfilico (WILSON et al., 1992),
glomerulonefrite e lesbes do epitélio tubular renal (FIGUEREDO; RODRIGUEZ;
ALFONSO, 1987). Ainda, em roedores e seres humanos, a intoxicacéo pela MCT promove
hipertensdo pulmonar caracterizada por edema deste 6rgdo, com inflamacéo intersticial e
vasculite com consequente desenvolvimento do cor pulmonale (CHESNEY; ALLEN; HSU,
1974; PAN et al., 1993; LEHRMAN et a., 2002).

Recentemente, em nossos laboratérios Hueza et al. (2009) observaram que
administracdo de 7,0 mg/kg de MCT por 14 dias promoveu reducdo do peso corpdreo dos
ratos, embora ndo tenha havido diminuicdo do consumo de racdo. Esses autores observaram
também diminuicdo da celularidade da medula éssea e alteracdo do éxido nitrico liberado
pelos macréfagos.

Levando-se em consideragcdo que sd0 escassos 0s estudos sobre a toxicologia do
desenvolvimento envolvendo a MCT, um dos objetivos do presente trabalho de pesquisa é
avaliar os efeitos da exposicdo a diferentes doses da MCT durante a gestacdo sobre o

desenvolvimento fisico e neurocomportamental da prole de ratas.
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1.2 SOBRE A TOXICOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO

A toxicologia do desenvolvimento abrange o estudo da toxicocinética, mecanismo de
acao toxico, patogénese e as consequiéncias da exposi¢ao a agentes toxicos ou condigdes que
levem ao desenvolvimento anormal do animal (ROGERS et a., 2001). As manifestactes da
toxicidade no desenvolvimento incluem malformagdes estruturais, retardo no crescimento,
dano no desenvolvimento e a morte do organismo.

O termo toxicologia do desenvolvimento é recente e refereese a uma érea do
conhecimento relativamente nova, mas tem suas raizes firmemente relacionadas a teratologia
que foi antigamente associada as alteragdes apenas de ordem estrutural (GORNIAK:
SPINOSA; BERNARDI, 2008). Atualmente, a toxicologia do desenvolvimento tem como
sinbnimo a teratologia. A toxicologia do desenvolvimento preocupase com efeitos
prejudiciais produzidos pela exposicdo a diferentes agentes em organismos em
desenvolvimento. Para que um agente segja classificado como um toxicante do
desenvolvimento ele precisa produzir seus efeitos adversos no concepto em niveis de
eXpOosi¢ao que ndo induzam sinais severos de toxicidade materna (isto €, perda de peso, émese
persistente, hipo- ou hiperatividade, convulsbes etc.)

O periodo de desenvolvimento embriologico e fetal consiste num desenrolar continuo
de mudangas e variagdes complexas, sendo marcadas por fases durante as quais se
desenvolvem processos similares nas diferentes espécies de vertebrados (BERNARDI, 2006;
GORNIAK; SPINOSA; BERNARDI, 2008). Os agentes quimicos aos quais 0 concepto esta
exposto durante o periodo de desenvolvimento representam um risco potencial para a
ocorréncia de toxicidade, o qual pode variar ndo s6 em fun¢do da natureza e concentragdo do
agente, bem como através da interagdo do mesmo com outros fatores como espécie, raga,
idade, estado nutricional, estresse e, especialmente, suscetibilidade individual (BERNARDI,
2006; GORNIAK; SPINOSA; BERNARDI, 2008). Este desenvolvimento embrio-fetal de
mamiferos pode ser dividido em quatro periodos. implantagdo, organogénese,
desenvolvimento fetal e periodo neonatal.

A exposicdo a agentes toxicos no periodo inicia do desenvolvimento (implantacdo)
pode ndo causar embriotoxicidade, a menos que segja em uma dose elevada e, neste caso,
normalmente verifica-se embrioletalidade (BERNARDI, 2006; GORNIAK; SPINOSA;
BERNARDI, 2008). O periodo de organogénese, organogenético ou embriogénico abrange
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desde a proliferacéo e migracdo celular até a formacdo de 6rgaos rudimentares; neste periodo
podem ocorrer malformagdes estruturais se as lesdes produzidas por um agente toxico forem
compativeis a vida (BERNARDI, 2006; GORNIAK; SPINOSA; BERNARDI, 2008). Apés a
organogénese segue-se o periodo fetal e neonatal; exposi¢cdes que se iniciam durante estes
periodos podem apresentar anormalidades celulares e teciduais, mas os defeitos no
desenvolvimento mais caracteristicos s80 0 retardo no crescimento e anormalidades
funcionais (WILSON, 1965, BERNARDI, 2006; GORNIAK; SPINOSA; BERNARDI,
2008). As anomalias do sistema nervoso central (SNC) e imune, tais como déficit no
comportamento, mental e motor, bem como imunossupressdo estdo entre as provaves
consequéncias.

Muita controvérsia existe atualmente no que se refere a adequacéo e a validade dos
protocolos de testes utilizados para avaliacdo de toxicidade. De fato, estes até hoje sdo
baseados no conhecimento da toxicologia reprodutiva e do desenvolvimento de mais de 40
anos atras, sendo que estes modelos foram diretamente influenciados pela tragédia ocorrida
com a talidomida, que, sem duvidas, teve um papel fundamental para o desenvolvimento da
teratologia. No entanto, a simples observagdo de malformagoes e/ou anomalias néo traduz, em
hipbtese nenhuma, o risco de teratogénese de uma dada substancia quimica. Basicamente, um
ponto deve ser reavaliado quando se consideram os atuais protocolos utilizados: estes apenas
indicam os possiveis efeitos toxicos mais 6bvios que sdo a morte, ateracdo no
desenvolvimento e as alteracOes estruturais (malformacbes/anomalias). Portanto, ateragtes
mais sutis, mas ndo menos importantes, sGo descartadas da avaliagéo da teratogenicidade. Por
outro lado, deve-se considerar que tem sido grande a preocupacdo das agéncias de
regulamentacdo em se estabelecer e incorporar tanto protocolos de neurotoxicidade
(CLAUDIO et a., 2000; LADICS et a., 2005), como de imunotoxicidade (HOLSAPPLE;
WEST; LANDRETH, 2003; LADICS et a., 2005), ja que se sabe que no feto ambos os
sistemas s80 bem mais susceptiveis aos agentes toxicos. Para tais estudos € necessario que
proles sgjam mantidas vivas até, pelo menos, o final da lactac8o, para que sgjam aplicados os
diferentes testes nestes animais. Esta avaliagdo tem, ainda, outra grande vantagem adicional,
que é de se poder avaliar ateragdes morfol bgicas também nos filhotes em desenvolvimento e
jovens adultos, ja que este tipo de avaliagdo nos fetos € bastante comprometida, pois nesta
fase ndo ha o completo desenvolvimento dos diferentes Orgéos e sistemas, tornando

praticamente impossivel aavaliagao histopatol ogica.
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Atuamente, existem muitas informacdes disponiveis sobre a origem dos disturbios no
desenvolvimento resultante da exposi¢éo in utero a um determinado xenobiotico; no entanto,
ha grande preocupacéo por parte dos pesquisadores no que se refere a acurécia dos protocol os
existentes para avaliar adequadamente os potenciais riscos da exposicéo a estas diversas
substancias quimicas durante o desenvolvimento. Neste sentido, embora toda toxicidade deva
resultar de um insulto no concepto ao nivel celular, esta injuria podera ocorrer ndo so de
maneira direta, isto €, resultante de sua acdo no feto, como também indiretamente, por meio
de alteragOes ocorridas no organismo materno. Assim, condigdes maternas como alteragéo no
fluxo sanguineo uterino, anemia e desnutricdo, as quais comprometem seriamente a
homeostase da gestante, podem afetar adversamente o organismo em desenvolvimento
(KHERA, 1984; ROGERS; KAVLOCK, 2001). Para alguns autores, 0 peso corporeo materno
durante a gestacdo é o principal fator que contribui para a salde do desenvolvimento fetal.
Neste sentido, estudos realizados nas Ultimas duas décadas vém mostrando que o status

nutricional materno € critico para o desenvolvimento de teratogenicidade (KEEN, 1992).

1.3 SOBRE A RESTRICAO ALIMENTAR

No mundo, mais de 20 milhdes de criancas tém peso baixo ao nascer, 0 que representa
15,5% dos nascimentos, 95,6% deles ocorrem em paises em desenvolvimento. Mais da
metade das criancas nascidas nesses paises ndo sdo submetidas a qualquer teste biométrico,
COmo a pesagem; portanto estes numeros sao subestimados. Assim, estima-se que milhdes de
neonatos sejam afetados pela restricdo alimentar materna (WHO, 2008).

A restricdo aimentar (RA) é descrita como uma forma de aumentar a expectativa de
vida em diversos organismos, incluindo mamiferos (PARTRIDGE; PLETCHER; MAIR,
2005). A RA é caracterizada pela reducdo da quantidade total de alimento ingerida. Em 1935,
McCay, Crowell, Maynard relataram que a expectativa de vida em ratos pode ser aumentada
em 80% se a RA comecar a partir do desmame. Efeitos similares também foram observados
em camundongos, 0s quais apresentam aumento da longevidade e tém menos doencas
associadas ao envelhecimento (WEINDRUCH; SOHAL, 1997). Overton e Williams (2004)
demonstram que a RA em roedores € uma potente forma de ativar o sistema nervoso
simpético, que, por sua vez, promove reducdo do metabolismo e, conseqlientemente, resulta

em um maior tempo de vida.
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Demonstrou-se, ainda, que primatas ndo-humanos tém menor risco de desenvolver
doencas neurodegenerativas, como, por exemplo, doenca de Alzheimer, Parkinson e
Huntington (WEINDRUCH; SOHAL, 1997; DUAN; MATTSON, 1999; LEE et a., 2000)
guando submetidos a RA. Especulase que iss0 possa ocorrer devido a0 aumento da
resisténcia neural provocada pela RA (MATTSON, 2000). Em seres humanos, a reducéo de
calorias na dieta pode ocasionar aumento de dois a trés anos na expectativa de vida (GREY,,
2005).

A diversidade de beneficios provocados pela baixa ingestdo caldrica tem sido muito
estudada. A RA muitas vezes esta associada a alteragbes imunol égicas, neuroenddcrinas e
diminuicdo no metabolismo, que atuam no mecanismo de conservacao de energia por meio do
baixo consumo de oxigénio (LUZ et a., 1995; SANTOS-PINTO; LUZ; GRICCIO, 2001), ou
denominado de adaptacdo mitocondrial (JOHNSON et al., 2006). Em 2000, foi relatado por
Lee et a. (2000) que curtos periodos de RA podem acarretar aumento da neurogénese em
camundongos e ratos, e também durante o envelhecimento, preservar os niveis de serotonina e
dopamina, que podem ser correlacionados com a diminuicdo na incidéncia de doencas
neurodegenerativas (DUAN; MATTSON, 1999).

Dentre as diversas alteracOes descritas em ratos submetidos a RA, Mouret e Bobillier
(1971) e Rock et al. (1999) demonstraram que a RA pode ocasionar alteragao na distribuicdo
do ciclo vigiliasono em ratos em virtude do aumento do sono de ondas lentas e do sono
paradoxal durante o periodo escuro e diminuicdo na fase clara, efeito oposto ao padréo
normal, uma vez que, por serem animais de habito noturnos, a vigilia predomina & noite e o
sono durante o dia (TIMO-LARIA et a., 1970; ANDERSEN et al., 2001). O rato dorme cerca
de 62% do periodo diurno e 33% durante o periodo noturno, se bem que na maior parte deste
ele permaneca comendo, explorando o ambiente, interagindo com outros ratos, procriando e
formando ninho.

Uma sé&rie de comportamentos também pode sofrer influéncia da RA. Ratos
submetidos a essa condicdo demonstram maior tempo de permanéncia nos bracos abertos em
testes de labirinto em cruz elevado, sugerindo menor ansiedade (INOUE et al., 2004).
Também foi observado, que a restricdo caldrica em dias aternados durante dois a quatro
meses, promove maior resisténcia de neurdnios hipocampais que pode ser relacionado com a
preservacao do aprendizado e memoria em testes de labirinto aquético (BRUCE-KELLER et

a., 1999). Além disso, a RA promove alteracbes no comportamento sexual acarretando
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retardo na fase de puberdade, diminuicdo da motivacdo sexual e da atividade copulatoria
desses animais (HERBERG, 1963; SACHS; MARSAN, 1972; SANTOS et d., 2004).

JA € sabido ha algumas décadas que a RA promove diversas alteragcbes no
comportamento sexual. Alguns estudos demonstram que a RA acarreta diminuicdo da
motivacdo sexua (OLDS, 1958; HERBERG, 1963). Na década de 1960, Sachs (1965)
demonstrou que ratos restritos de comida por um periodo de até nove dias apresentam
aumento da laténcia para iniciar a copula e, ainda, quando esse periodo foi prolongado até 29
dias, os machos n&o apresentam intromissdes e g aculagdes. No entanto, os efeitos da RA em
parametros do comportamento sexual séo ainda pouco estudados na literatura.

A RA também tem importante papel protetor contra o estresse. Mattson, Duan e Guo
(2003) relataram que quando ha um aporte calérico escasso, as células sdo submetidas a um
estresse energético que pode produzir mudancas na expressdo de genes resultando em
mudancgas adaptativas no metabolismo celular, aumentando, assim, aresisténcia ao estresse do
organismo. A resisténcia celular e molecular acarretada pela RA ainda ndo esta bem
esclarecida, mas acredita-se que alguns mecanismos, como a reducdo da producdo de oxi-
radicais e expressdo de proteinas de estresse mitocondrial possam estar envolvidos
(MATTSON, 2000).

Alguns mecanismos hormonais estdo diretamente ligados com aingestdo de alimentos,
sinalizando a necessidade de ingerir alimentos, como, por exemplo, a grelina, ou relacionados
com a saciedade, provocando reducéo na ingestdo de alimentos, como, por exemplo, aleptina
(KOJMA; HOSODA; DATE, 1999).

O nucleo arqueado do hipotdamo € o maior sitio regulador da ingestéo alimentar e do
peso corporal, contendo neurdnios orexigenos e anorexigenos. Os neurbnios orexigenos
liberam o neuropepitideo Y (NPY) e as proteinas relacinadas ao gene agouti (AgRP). A
grelina estimula aliberagcdo desses peptideos que sdo potentes estimuladores do apetite
(KOJMA; HOSODA; DATE, 1999).

As concentracfes plasméticas de grelina curiosamente séo baixas em sujeitos obesos
guando comparados com sujeitos magros, enquanto individuos com dieta de baixo teor
caldrico, ou com anorexia nervosa apresentam niveis elevados (TSCHOP; SMILEY;
HEIMAN, 2000). As causas dessas diferencas ainda ndo sdo conhecidas. No entanto,
especula-se gque a grelina pode ser um fator orexigeno que contribui acentuadamente para o
apetite voraz e, conseqlientemente, a obesidade vista nesta sindrome (CUMMINGS et al.,
2002).
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A acdo da leptina ocorre a partir da ativacao de receptores especificos presentes nos
orgéaos avos. Existem dois tipos de receptores para leptina, 0 ObRb, de cadeia longa (maior
quantidade de aminiécidos), com maior expressao no hipotdlamo, e os receptores de cadeia
curta (menor quantidade de aminoécidos) ObRa sdo encontrados em outros 6rgdos como 0
pancreas e, mais especificamente, nas células a e d das ilhotas de L angerhans (JANECKOVA,
2001).

A expressdo da leptina € controlada por diversas substancias, como a insulina, 0s
glicocorticoides e as citocinas pro-inflamatérias. Estados infecciosos e as endotoxinas
também podem elevar a concentracdo plasmatica de leptina (NOVA et a., 2002).
Inversamente, a testosterona, a exposicdo ao frio e as catecolaminas reduzem a sintese de
leptina (GOUMENOU et a., 2003). Situagdes de estresse impostas ap corpo, como jejum
prolongado e exercicios fisicos intensos, provocam a diminuicdo das concentracfes
circulantes de leptina (KOLACZYNSKI et al., 1996), indicando, desta maneira, a atuagdo do
SNC nainibicéo da liberacéo de leptina pel os adipdcitos.

O NPY e a AgRP sdo de grande importancia no sistema orexigeno, promovendo
aumento da ingestdo alimentar, diminuicdo do gasto energético e aumento da lipogénese em
animais. A reducéo das concentragdes de | eptina e insulina ativam os neurdnios produtores de
NPY e AgRP no nucleo arqueado do hipotalamo (RIJKE et al., 2005). Assim, a expressao do
RNAmM desses neuropeptideos se encontram aumentados durante um a sete dia apos RA em
camundongos (HAHN et al., 1998) e em ratos (BRADY et al., 1990).

Além da leptina, a insulina também informa a adequagéo das reservas energéticas ao
hipotalamo. Esses dois hormdnios sdo importantes para o controle do peso corporal de longo
prazo (SCHWARTZ et al., 2000). Em relacdo ao controle alimentar de curto prazo, além da
colecistocinina (CCK), outras substancias pertencentes a este sistema foram estudadas, como,
por exemplo, o peptideo YY (PYY), um inibidor do apetite (MARX, 2003).

O eixo hipotalamo-hipodfise-adrenal (HPA) é um dos sistemas que também pode ser
afetado pela RA. Garcia-Belenguer, Oliver e Mormede (1993) demonstraram que as
concentracOes de corticosterona estavam aumentadas em ratos apos quatro semanas de RA a
50% e, ainda, que esses niveis permanecem elevados ao longo do dia. Outro eixo que também
pode sofrer influéncia da RA é o eixo hipotalamo-hipdéfise-tiredide (HPT), diminuindo a
secrecdo hipofisaria do horménio tireoestimulante (TSH) e as concentracfes séricas do
horménio da tiredide (ARMARIO; BALASCH; MARTINEZ, 1980; HERLIHY; STACY;
BERTRAND, 1990). Alguns hormdnios secretados pelo eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal
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(HPG) também se encontram alterados, como, por exemplo, a reducdo do horménio
luteinizante (LH) e hormonio de crescimento (GH) (ARMARIO; BALASCH; MARTINEZ,
1980; LEONHARDT et a., 1999). Ainda relacionado com o eixo HPG, Sirotkin e
colaboradores (2008) demonstraram que a administragdo cronica de leptina em ratos restritos
de comida em 50% foi capaz de aumentar as concentragdes de testosterona plasmética quando
comparadas com animais que tiveram comida ad libitum.

Em particular, quanto aos efeitos da RA durante a gestacdo, sabe-se que alteracbes
cronicas e agudas do consumo materno de nutrientes durante a gestagéo causam alteragdes na
funcéo do pancreas e do eixo hipotalamo-pituitéria-adrenal nos descendentes antes e apds o
nascimento (OUSEY et al., 2008). Por outro lado, o ganho de peso materno apropriado
durante a gestacéo € considerado o principal fator para o desenvolvimento pré-natal saudavel
em seres humanos (GABBE; NIEBY; SIMPSON, 2002).

Num estudo recente, conduzido por Fleeman et al. (2005) em ratos, no qual os efeitos
darestricéo alimentar materna em até 50% da dieta normal foram avaliados empregando-se os
protocolos convencionais (isto €, avaliacdo fetal Ossea e visceral), concluiu-se que esta
restricdo produziu apenas reducéo do peso fetal. Portanto, esta pesquisa sugeriu que o status
nutricional materno néo promoveria efeitos teratogénicos.

No mesmo sentido, Dipe (2009) constatou diminuicéo do peso dos filhotes no 21° dia
da gestacéo e da placenta das ratas que foram submetidas a RA de 30, 45 e 60% durante a
gestacdo, sendo este efeito dependente da intensidade da privagcdo, mas ndo observou
malformagdes 0sseas e/ou viscerais nessas proles. Observou-se também que privacdo de racéo
promoveu aumento da ocorréncia de ureteres sinuosos nos fetos das ratas submetidas a 30, 45
e 60% de RA durante a gestacéo.

Em estudos de avaliag&o de toxicidade de substéncias quimicas administradas na ragéo
de animais de laboratério durante a gestacdo pode ser observado reducdo do peso materno;
este efeito pode ser atribuido tanto ao efeito toxico direto da substéncia quimica sobre o
organismo materno, como a interferéncia no consumo de racdo causada por sua baixa
pal atabilidade. Para melhor avaliar esses efeitos, na literatura tem sido sugerida a introducéo
de um grupo pair-feeding (SILVA et a., 1987; FLEEMAN et al., 2005; DIPE, 2009). Esse
grupo recebe a mesma quantidade de racdo consumida pelo grupo experimental (isto €,
exposto a substancia em estudo) que apresenta a maior perda de peso corpoéreo, para avaliar se
a perda de peso, por s SO, seria responsavel pelos eventuais efeitos observados e ndo
conseguiéncia da exposi¢do a substancia quimica que esté sendo testada.
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Considerando que MCT reduziu o peso corpéreo de ratos tratados por 14 dias
(HUEZA et al., 2009), no presente trabalho foi avaliado ndo s os efeitos da exposicéo a
diferentes doses da MCT durante a gestacdo sobre o desenvolvimento fisico e
neurocomportamental da prole de ratas, com também os efeitos da restricdo alimentar em
ratas prenhes e em sua prole. Tanto a administracéo da MCT, com arestricao alimentar foram
feitas apenas durante o periodo de organogénese e de desenvolvimento fetal do rato
(respectivamente, 6° — 15° dias e 16° — 21° dias ap0s a fecundagcdo) (BERNARDI, 2006), para
evitar que possiveis efeitos embriotoxicos ou que comprometessem a implantacdo (5° — 6°
dias apds a fecundagcdo) (BERNARDI, 2006) conduzissem a embrioletalidade e,
conseguentemente, impedissem a gestaco.
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20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar, em ratos, os efeitos da RA e da exposicéo a diferentes doses de MCT durante

a gestacdo no desenvolvimento fisico e neurocomportamental da prole.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaiar os efeitos da restricdo aimentar durante a gestagdo de ratas, no
desenvolvimento fisico e neurocomportamental da prole;

b) Avaliar atoxicidade da MCT administrada em dose Unica em ratos, ratas e fémeas
prenhes,

c) Avdliar os efeitos da exposicdo a MCT durante a gestacdo no desenvolvimento

fisico e neurocomportamental da prole.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 140 ratas Wistar fémeas, virgens, sexualmente maduras, pesando
aproximadamente 200 g e machos da mesma espécie, pesando em torno de 250 g,
provenientes do Biotério do Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ/USP). Os animais foram
alojados em gaiolas de polipropileno (43 x 23 x 16 cm) mantidas em uma sala com
temperatura controlada por meio de equipamento de ar condicionado (20 + 3°C) e com ciclo
de doze horas de claro e escuro, sendo a luz acesa as 6:00 horas. Agua e comida foram
fornecidas ad libitum aos animais durante todo procedimento experimental, exceto naqueles
em gue foi estudado o efeito da privacéo alimentar e no grupo pair-feeding. Este Ultimo grupo
recebeu a mesma quantidade de ragdo consumida pelo grupo tratado com a maior de MCT.
Para tanto, 0s grupos eram pareados e iniciava-se o0 tratamento com a MCT; averiguava-se,
entdo, a quantidade de ragdo consumida por esses animais naquele dia e no dia seguinte essa

mesma quantidade de racéo erafornecida aos animais do grupo pair-feeding.

3.2 MONOCROTALINA (MCT)

A MCT foi obtida a partir das sementes de C. spectabilis, que foram gentilmente
cedidas pela empresa especiaizada em gréos cultivares “Pirai Sementes’ de Piracicaba, Séo
Paulo, no ano de 2007; estas foram mantidas a -20°C até o momento do uso.

Todo o processo de extracdo e purificacdo foi realizado pela Dra. Mitsue Haraguchi

do Instituto Biolégico de Sdo Paulo. A seguir, todo o procedimento é sucintamente descrito.

Extracdo e purificacdo daMCT

As sementes de C. spectabilis (1 kg), secas e moidas, foram exaustivamente extraidas
por processo de maceragdo com etanol 96%. Os extratos reunidos foram filtrados e



28

concentrados para eliminar o solvente em rotaevaporador sob presséo reduzida a temperatura
de aproximadamente 50° C até a secura. O residuo etandlico foi dissolvido em solugéo
constituida de etanol e &gua na proporcéo 1:1 e eluido em coluna de resina de troca-ibnica
catiénica (Amberlite IR-120B). Em seguida, a coluna foi lavada com &gua e eluido com
solucédo de hidroxido de amdnio 0,5M. A solugdo eluida foi evaporada no rotaevaporador nas
mesmas condi¢des acima para obter um residuo de coloracéo esbranquicada. Este residuo foi
recristalizado em metanol por trés vezes até obter o produto cristalino incolor pesando 2,29 g.
A sua pureza foi comparada com o padréo de MCT por cromatografia em camada delgada em
placa de silicagel 60G e desenvolvida nos dois sistemas de solventes: A) cloroférmio,
metanol, 17% de hidréxido de aménio (82,5:15,5:2) e B) cloroformio, acetona, etanol e 17%
de hidréxido de aménio (5:3:1:1). Ambas as placas foram reveladas com solucdo de o-cloranil
em benzeno ou reagente de Ehrlich modificado contendo trifluoreto de borodietileterato para
visualizar a mancha e medir o Ry comparando com padréo de MCT (MOLINEUX et al.,
1980).

Estudo quimico

O cristal obtido foi entdo submetido a andlise elementar para averiguar o grau de
pureza da MCT extraida, a Centra Analitica do Instituto de Quimica — USP. A ressonancia
magnética nuclear de prétons (H") da MCT (CisH23NOs) em cloroférmio deuterado a 500
MHTtz, de carbono (C) em 125MHtz e de nitrogénio (N) em 125MHtz e, finalmente, oxigénio
(O) em 500 MHtz, obtendo-se as seguintes percentagens: 59,05 para H* (esperado 59,06%);
6,80 para C (esperado 7,13); 4,39 para N (esperado 4,31) e 29,76 para O (esperado 29,51).
Assim, foi determinado que a purezada MCT cristalizada equivale a 99,26%.

A partir do cristal obtido, foram preparadas as doses de MCT empregadas no presente
estudo.
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3.3 PROCEDIMENTOS

Diagnostico de prenhez

Para 0 acasdamento as fémeas foram distribuidas duas a duas em gaiolas de
polietileno, onde no final da tarde foi colocado um macho sabidamente fértil. Na manha

subsequiente, os machos foram retirados, e 0s esfregacos vaginais coletados.

Os fatores indicativos de prenhez foram: presenca de espermatozoides (figura 2) e de
células indicativas de estro (caracterizada como a fase estrdgenica maxima, onde se
encontram apenas células queratinizadas). Este foi considerado como o dia 0 de gestacéo (GD
0). Durante a gestacdo foi mantida uma fémea por gaiola, sendo que estas foram pesadas para

controle de ganho de peso.

Figura 2- Lavado vagina positivo de ratas contendo espermatozdides, observado ao
microscopio optico em aumento de (A) 20x e (B) 40x.

As fémeas prenhes foram pesadas no GD O, GD 7, GD 14 e GD 21. Durante o periodo
de gestacdo foram avaliados diariamente os consumos de agua e de ragdo, sendo calculado,

posteriormente a média dos consumos.
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Avaliacéo do desenvolvimento ponderal dos filhotes

Todos os filhotes de cada fémea foram pesados, individualmente, nos dias 2, 7, 14, 21,
28 e 35 apos o nascimento (PND). Além disso, foram avaliados fisicamente para observacdo
da ocorréncia ou ndo de malformacdes visiveis e foram sexados pelo método da medicéo da
distancia anogenital (com auxilio de paguimetro). Posteriormente, a ninhada foi padronizada
para um namero de oito filhotes em proporgdes iguais de sexo. Ao final foram calculados os
respectivos ganhos de peso dos animais dos grupos controle e experimentais. Os dados foram
analisados tomando-se a ninhada como unidade.

A figura 3 ilustra uma fémea com sua ninhada e a figura 4 uma ninhada de ratos
padronizada com quatro machos e quatro fémeas.

Figura 3 - Rata Wistar com filhotes
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Figura 4 - Padronizacéo das ninhadas em 4 machos e 4 fémeas

Avaliacdo do desenvolvimento de reflexos e da atividade geral observada em campo
aberto

A avaliacdo do desenvolvimento reflexolégico permite a identificacdo de possiveis
alteracBes neurocomportamentais desde o inicio de vida do animal. S&o feitos testes diarios
até que 100% dos filhotes escolhidos de cada ninhada apresentem os seguintes reflexos e
comportamentos:

a) Reflexo de preensdo palmar: o animal é contido em uma das méaos do pesquisador e
uma das patas do membro torécico do filhote € tocada com a ponta de um clipe para a
avaliacdo da ocorréncia do reflexo. O critério para a ocorréncia, € que o animal feche a pata
ao contato fisico com o clipe. Este teste é realizado no 2°, 4°, 6° e 10° dia da lactacdo, sendo

gue este é o Unico teste em que o reflexo desaparece ao longo do tempo.
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b) Reflexo de endireitamento: o animal é colocado em decubito dorsal, sendo medida a
ocorréncia ou ndo da resposta de virar o corpo para a posi¢ao de decubito ventral. O critério
para o registro desse reflexo € que, ao virar-se, 0 animal fique com as quatro patas espalmadas
na superficie. O periodo de laténcia maximo para este teste € de 30 segundos. Este reflexo é
observado do 5° ao 10° dia dalactacéo.

c) Reflexo de geotaxia negativa: os filhotes sdo colocados em uma rampa de
aproximadamente 45° de inclinagdo, a 5 cm do final inferior dessa superficie, com a cabeca
direcionada para baixo. Anota-se a laténcia (ndo superior a 30 segundos), para 0s animais
voltarem a posi¢ao oposta, ou seja, voltados com a cabega para cima (Figura 5). Quando os
animais ndo apresentam o reflexo na 1° tentativa, eles podem ser testados mais duas vezes
com a mesma laténcia. A ocorréncia na 1°, 2° ou 3° tentativa também sera registrada. Este

reflexo é observado no 5°, 7°, 9°, 11° e 13° diadalactagdo. A laténcia méxima é de 1 minuto.

Figura 5 - Plataforma com inclinac8o de 45° para a observacdo da geotaxia negativa do
filhote

d) Dia de andar adulto: os filhotes séo colocados sobre uma superficie plana (balcdo) e
observa-se se estes se apdiam sobre as quatro patas sem encostar o ventre na superficie plana.
Quando isto é observado, anota-se, entdo, o dia de andar adulto. Este parametro é observado

do 10° ao 18° dia da lactacéo ou até o dia que 0s animais 0 apresentarem.
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e) Reflexo de sobressalto: os filhotes escolhidos de cada ninhada séo separados de
Seus irmaos e sao expostos a um estalido curto e seco (movimento de um molho de chaves ou
0 estalar dos dedos, segundo Alder e Zbinden (1977). Observa-se quando o animal apresenta
um tremor generalizado logo apds o ruido, que representa que o conduto auditivo esta aberto.
E registrado o dia em que o animal apresenta pela primeira vez este reflexo. Este teste é

realizado do 11° ao 14° diade lactacéo, ou até o dia que os animais 0 apresentarem.

f) Atividade motora: neste teste os animais séo col ocados em um campo aberto do 15°
ao 20° dia da lactacdo e também aos 75 dias de vida, sempre durante um mesmo periodo
(manhd ou tarde). Cada anima escolhido (1 fémea e 1 macho/ninhada) € colocado
individualmente no centro do aparelho de campo aberto, sendo observado por 3 minutos. Este
campo aberto é construido segundo o modelo descrito por Broadhurst (1960), que consiste de
uma arena de madeira, adaptada para filhotes de ratos (didmetro de 40 cm com paredes
laterais de 27 cm de altura) e para ratos adultos (diametro de 97 cm x 27 cm de altura) —
Figura 6. O fundo deste aparelho é dividido em vinte e cinco partes aproximadamente iguais.
Entre um animal e outro, 0 aparelho € limpo com solucéo de dcool a 5% para evitar-se a
interferéncia do odor do animal anterior. Observa-se a freguiéncia de locomogéo, de levantar e
0 numero de bolos fecais (defecacdon). Define-se unidade de locomogdo o ato de o animal
penetrar com as quatro patas em uma das divisdes do chdo da arena; unidade de levantar
corresponde a postura de 0 animal permanecer apoiado nas patas posteriores, com o tronco
perpendicular ao chéo, tendo a cabega dirigida para cima, podendo ou ndo tocar com as patas
dianteiras as paredes do campo aberto; e cada bolo de fezes produzido pelo animal durante o
periodo de teste é registrado como unidade de defecacdo. O registro da fregiiéncia dos
pardmetros € feito por intermédio de um contador manual. O tempo de imobilidade (freezing)
também pode ser medido (em segundos), sendo que a imobilidade é definida quando o animal
ndo apresenta locomogdo e sem movimentos de fargjar. Este pardmetro é medido com o

auxilio de um crondbmetro.
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Figura 6 — Campo aberto para a observacdo da atividade geral dos filhotes

Avaliacdo do desenvolvimento fisico da prole de ratas

Para a avaliagdo do desenvolvimento fisico dos animais foram observados os dias do
desdobramento das orelhas, do nascimento de pélos (figura 7), de abertura dos olhos e do
canal auditivo, dia de andar adulto, da descida dos testicul os e da abertura vaginal. E feita por
meio de observacOes diretas, de cada filhote do(s) dia(s) em que, apés o nascimento,
ocorrerem 0s seguintes parametros:

a) Desdobramento de orelha: os filhotes escolhidos de cada ninhada foram observados

entre 0 1° e 0 5° diadalactagdo, quanto a ocorréncia ou ndo deste parametro;

b) Erupgdo dos dentes incisivos. observada pela abertura da boca dos filhotes
escolhidos, entre 0 6° e 0 12° dia dalactacéo, sendo registrado o dia exato do aparecimento do
esmalte dos dentes superiores e também dos inferiores.

¢) Abertura dos olhos: registrado o dia da ocorréncia da primeira fresta da abertura dos

dois olhos. Esta observacéo € realizada entre 0 10° e 0 15° dia da lactac&o.
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Figura 7- Rato no PND 10, quando é possivel observar (A) olho ainda fechado, (B)
pélosjanascidos e (C) orelha ja desdobrada

d) Descida de testiculo: € observado o dia em que os dois testiculos descem para o

escroto. Esta observagdo inicia-se entre 0 18° e 0 30° dia de vida dos filhotes machos.

€) Aberturavaginal: é registrado o dia da ocorréncia da fresta vaginal. Esta observacdo
érealizada a partir do 30° dia de vida dos filhotes fémeas.

Os dados sdo analisados tomando-se a ninhada como unidade.

Avaliacdo da toxicidade aguda da MCT administrada em dose Unica em ratos, ratas e
fémeas prenhes

Para avaliag@o da toxicidade aguda, os animais receberam a MCT e foram colocados
individualmente em gaiolas metdlicas (22 x 13 x 16 cm), sendo observados a cada 15 minutos
durante as quatro primeiras horas. A seguir, os animais foram recolocados nas gaiolas de
moradias (5 ratos por gaiola, exceto as fémeas prenhes que foram mantidas individua mente
nas suas gaiolas) e a observagdo foi feita a cada 24 horas apds a administragdo da MCT,
durante 15 dias, ou até o dia do parto. Os filhotes nascidos das fémeas tratadas foram

avaliados no 1° dia do nascimento, quanto ao himero de animais vivos e mortos, e para a
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deteccdo de possiveis maformacbes externas. O quadro 1 mostra as avaliacOes clinicas
efetuadas em ratos, adaptadas daquelas propostas por Brito (1994); foram atribuidos os
seguintes escores. 0= auséncia do sina; 1= raros sinais, 2= sinais evidentes, e 3= sinais

evidentes e continuos.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Empregou-se o0 programa estatistico GraphPad Prism 5.00® (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA) para a redizacdo das andlises edtatisticas. Para verificar a
homocedasticidade dos dados utilizou-se o teste de Bartlett. Uma vez que os dados foram
paramétricos, foi utilizada a andlise de varidncia ANOVA de uma via ou quando existiram
dois fatores (tempo e tratamento) para serem avaliados, empregou-se a ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de comparactes multiplas de Bonferroni. Em todas as andlises efetuadas, as
diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05. Os dados estédo expressos como

média =+ erro padréo.

Para a avaliacdo da toxicidade aguda foi empregado escores, sendo calculadas as
medianas obtidas nas primeiras quatro horas de observagao.
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(Continua)
ObSGeQ/;iﬁ% Descricdo dos sinais de toxicidade P(g]éggéo

Atividade geral Verificar atividade geral do animal na gaiola moradia apos 3
estimulo; entende-se, como atividade geral, dentre outros
comportamentos, a presenca de locomocgdo, levantar,
fargjar e/ ou parado.

Frémito vocal Observar se ha emissdo de som sem nenhuma estimul acéo 0
ou toque.

Irritabilidade Assoprar e tocar levemente para examinar reacao. 0

Resposta ao Pegar, tocar num intervalo de tempo mais prolongado 3

toque (mais de 15 segundos) e examinar respostas.

Apertodecauda Apertar regido proxima a ponta da cauda com bastante 3
intensidade.

Contorgéo Verificar se esta presente ou néo. 0

Trem posterior Verificar de esta com a postura norma ou caido 0
(intesidade, modo de andar).

Forcadeagarrar  Colocar animal em cima da grade e avaliar intesidade em 3
que se segura namesma.

Ataxia Movimentos incoordendos devido a dismetria (distarbio de 0
coordenacdo dos movimentos por estados de inconsciéncia
e consciéncia compensatoria).

Reflexo auricular Estalar dos dedos uma vez e analisar reflexo. Logo apos 3
estalar vérias vezes seguidas e observar reflexos.

Tremores Observar se estéo presentes ou néo.

Convulsdes Observar se estéo presentes ou néo.

Straub Verificar se a cauda est4 caida ou ereta; se ereta, verificar 0

intensidade.
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(Concluséo)
Ob(s}ervqgﬁes Descricao dos sinais de toxicidade Pontuagao
erais Basal
Hipnose Ficar aparentemente dormindo (olhos fechados), mas 0
guando se toca no animal, ele acorda. Testar decubito
lateral; e ver se volta a posicdo normal.
Anestesia Auséncia de reflexos dolorosos. 0
Lacrimacdo Observar se ha |agrimas presentes ou néo. 0
Ptose palpebral Avaliar se esta com os olhos abertos (normal) ou semi- 0
cerrados.
Micgéo e Para estes dois parametros, anotar se houver alguma 3
defecacéo alteracdo ou variacgao nitidamente diferente do normal.
Piloerecéo Observar se 0s pélos estéo eretos e suaintesidade. 0
Hipotermia Verificar temperaturaretal (termémetro). -
Respiracéo Para 0 score, a respiracdo normal é considerada. (Para 3
respiragdes muito ofegantes avaliar até o nimero 8).
Cianose Verificar a coloragdo das orelhas, das patas, das narinas e 0
da cauda.
Morte Anotar 0 tempo e se possivel descrever os episodios 0

anteriores a morte.

* Escores: 0= ausénciado sinal; 1= raros sinais; 2= sinais evidentes; 3= sinais evidentes e continuos.

Quadro 1- Avaliacdes clinicas de ratos para observacdo da toxicidade aguda. Adaptada de
Brito, (1994)
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1- Padronizacdo do consumo meédio de racdo e avaliagdo do peso

materno nas condigdes do nosso biotério

Foram utilizadas 20 fémeas prenhes. Durante o periodo gestacional foram verificados
0 estado geral dos animais e a ocorréncia de abortos. O peso das mées foi aferido diariamente
e, assim também, o consumo de racdo. Apds o nascimento dos filhotes, foi realizada a média
dos consumos de ragdo para estabelecer as condicdes de privagéo alimentar a ser empregada

no Experimento 2.

Resultados

A tabela 1 mostra os resultados obtidos da média da avaliacdo diaria do consumo de
racdo materno durante a gestacdo das fémeas. Nota-se que a médiatotal didria do consumo de
racao foi de 22,75 + 0,43 g. Assim, no Experimento 2 as ratas prenhes devem receber 85, 60,
45 ou 30% (grupos de consumo 85%, 60%, 45% ou 30% de racéo, respectivamente) desta
médiatotal didria do consumo de racdo, isto €, de 22,75 g de racdo por dia.
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Tabela 1- Consumo médio diario de racdo (em gramas) de cada rata prenhe, durante a
gestacdo e amédia geral de consumo

Fémeas Consumo médio de Fémeas Consumo médio de
racéo(g) racao(g)
1 21,50 11 23,93
2 24,11 12 23,78
3 24,67 13 21,24
4 24,81 14 21,18
5 2311 15 20,89
6 22,61 16 26,54
7 20,36 17 22,45
8 21,06 18 22,82
9 19,55 19 24,04
10 20,51 20 26,00

Médiageral = 22,75+ 0,43

4.2 EXPERIMENTO 2- Efeitos da restricdo aimentar, em ratas, durante o periodo de
gestacdo: avaliagdo de neuroteratogenicidade

Cinquenta fémeas prenhes foram separadas em cinco grupos. um grupo controle e
quatro grupos submetidos as restri¢des alimentares, permitindo que as ratas recebessem 85%,
60%, 45% ou 30% do consumo medio de racdo por dia (100% = 22,75 g de ragdo por dia). A
restricdo ocorreu do 6° ao 20° de gestacdo (DG) e, durante este periodo, foram medidos o peso
e 0s consumos de racdo e de agua das ratas. No 1° dia ap06s o0 nascimento (DPN) os filhotes
foram observados quanto ao nimero de animais vivos e mortos, e para a deteccéo de possiveis
malformag0es externas.

Estes filhotes foram também avaliados, do DPN1 ao DPN35, frente a diferentes
protocolos comportamentais para evidenciar alteragdes neurologicas decorrentes do

tratamento materno durante a gestagéo, conforme descrito no item 3.3.
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Resultados

Avaliacdo do consumo de &gua durante a gestacéo

A tabela 2 mostra os resultados obtidos da avaliagdo do consumo total de &gua,
durante 6° a0 20° de gestacdo, de ratas submetidas a restricdo alimentar, as quais receberam
85%, 60%, 45% ou 30% do consumo meédio de racdo por dia, e de ratas do grupo controle
(sem restricéo alimentar). Assim, nota-se que ndo houve diferencas significantes no consumo
de &gua entre os animais do grupo controle e aquel es dos grupos de restri¢do alimentar.

Tabela 2- Consumo total de dgua (em ml), durante 6° ao 20° dia de gestacdo, de ratas do grupo
controle (sem restricdo alimentar) e de ratas submetidas a restricdo alimentar, as quais
receberam 85%, 60%, 45% ou 30% do consumo médio de racdo por dia (100% = 22,75 g
de racdo). Sao apresentados as médias e 0s respectivos erros padrao; N=nlmero de animais

por grupo
Controle Grupos de restricao alimentar

85% 60% 45% 30%
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10)

545,0+13,6 538,0+£20,5 530,0+42,8 529,0+31,5 546,0+30,6

P>0,05, ANOVA
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Avaliacéo do peso materno

A figura 8 ilustra e tabela 3 mostra os resultados obtidos da avaliacdo do peso materno
durante a gestac&o das fémeas privadas ou ndo de ragdo. A ANOVA de duas vias aplicada aos
resultados do peso materno mostrou que houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, em relacdo ao tratamento (F(4/945) = 23,90, P<0,0001) e dias de observacdo
(F(20/945) = 39,08, P<0,0001), havendo interacdo entre os fatores (F(80/945)= 11,93,
P<0,0001). Assim, observou-se que ha reducdo significante do peso materno a medida que se
aumenta a intensidade da restricdo alimentar, sendo esse efeito mais evidente entre os dias 8°

e 19° da gestacéo.
Peso materno
3501
©- Controle
-2 85%
300- e 60%
Y ©- 45%
% 250+ - 30%
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Dias da gestacao

Figura 8- Peso materno (em g) de ratas prenhes do grupo controle (sem restri¢do alimentar) e de ratas
prenhes submetidas a restricdo alimentar, durante 6° ao 20° dia de gestacdo, as quais
receberam 85%, 60%, 45% ou 30% do consumo médio de racdo por dia (100% = 22,75 g de
racao). S8o apresentadas as médias; N = 10 animais por grupo; ver na Tabela 3 as diferencas
significantes entre os grupos
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Tabela 3- Peso materno (em g) de ratas prenhes do grupo controle (sem restricdo alimentar) e de ratas
submetidas a restricdo alimentar, durante 6° ao 20° dia de gestagcdo, as quais receberam
85%, 60%, 45% ou 30% do consumo médio de ragdo por dia (100% = 22,75 g de racéo).
S0 apresentadas as médias e 0s respectivos erros padrao

ANOVA de duas vias seguida pel o teste de Bonferroni (* P<0,001, em relacéo ao grupo controle).

Diada Controle Grupos de restricéo alimentar
Gestacao 85% 60% 45% 30%
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10)

1 217,64+5,8 214,94+34 211,02+54  208,62+35  215,04+4,6
2 22424463 21811+32 21551+53  213,71+33  222,33+4,6
3 227,28+6,8 221,43+3,4 21925+64  216,29+34  22563+4,6
4 22908+7,3 22555+3,9 222,03+64  217,98+33  231,16+9,9
5 232,32+7,7 229,03t+3,7 224,45+6,7 220,89+34 22756151
6 236,70+7,5 231,76+3,8 22367+6,8 21932428  22376+4,5
7 240,45+7,3 23560+4,1 22157+63 217,23+30  220,76+4,0
8 243,65+7,2 240,06+3,6 220,55+56  216,13+3,3* 218,43+37*
9 24735+7,2 24506+4,1 220,18+58% 216,37+3,3* 21553+32*
10 251,17+7,1 24927+4,4 220,07456* 214,44+33* 212,23+26*
11 255,66+7,1 253,19+4,4 220,72+56* 212,62+3,1* 210,13+2,6*
12 258,77+6,9 257,21+4,6 22121+54* 210,95+35%  206,06+2,0*
13 262,30+6,8 259,87+4,5 221,95+53* 210,15+3,7¢  205,00+2,0*
14 266,95+7,5 26506+4,8 221,75+4,9* 208,04+33*  202,80+1,9*
15 271,78+7,9 2685551 222,94+4,8 206,26+3,0~ 202,73+3,4*
16 276,96+7,7 27166156 22506166 206,48+3,3* 197,73+1,1*
17 283,20+8,2 277,03t5,1 234,44+7,3* 211,01+4,0~ 19506+1,6*
18 2900,86+8,7 286,08+5,3 250,25+9,2¢ 229,01+4,6*  204,33+2,9*
19 207,58+9,0 29348+57 264,07+9,5%* 249,64+4,3* 238,06+5,7*
20 305,84+9,1 301,49+59 282,44+9,7  270,42+53* 256,63+9,1*
21 317,54+8,1 314,28+51 301,53+8,9  296,02+3,8  274,33%56*
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Avaliacéo do nimero de filhotes nascidos

A tabela 4 mostra os resultados do nimero de filhotes nascidos por fémea e do
canibalismo materno pés-parto de ratas submetidas a restricdo alimentar. Verifica-se que ndo
houve diferencas significantes entre os grupos em relagdo ao nimero de filhotes nascidos por
fémea parida, porém a medida que se aumenta a restricéo alimentar, aumenta o canibalismo
materno, até atingir 100% de canibalismo nas ratas do grupo que recebeu apenas 30% do

consumo diério de racéo.

Tabela 4- Numero de filhotes nascidos por fémea (médias + erros padrdo) e porcentagem de filhotes
mortos por canibalismo materno pés-parto de ratas do grupo controle (sem restricéo
alimentar) e de ratas submetidas a restricdo alimentar, durante 6° ao 20° dia de gestagéo,
as quais receberam 85%, 60%, 45% ou 30% do consumo médio de racdo por dia (100% =
22,75 g de racdo). S0 apresentadas as médias e 0s respectivos erros padrdo; N = 10
animais por grupo

Grupos No. defilhotes Porcentagem de filhotes mortos por
nascidos/fémea canibalismo materno
Controle 10,5+0,63 0
Restricdo 85% 10,8+0,77 5,87
Restricdo 60% 11,2+0,97 30,55
Restricao 45% 12,0+0,48 56,93
Restricdo 30% 14,0+1,15 100,00

P>0,05, ANOVA
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Desenvolvimento fisico dos filhotes

A figura 9 ilustra os resultados obtidos da avaliacéo do peso dos filhotes durante os 7°,
140, 21°, 28° e 35° dia de vida de ratas submetidas a restricdo alimentar. A ANOVA de duas
vias aplicada aos resultados dos pesos dos filhotes mostrou que houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, em relacdo ao tratamento (F(3/180)= 0,48,
P<0,0001) e dias de observacdo (F(4/180) = 98,61 P<0,0001), havendo interacdo entre o0s
fatores (F(12/180) = 0,33, P<0,0001). Assim, nota-se que a restricdo alimentar materna
reduziu o peso dos filhotes do grupo restricao 45% aos 14, 28 e 35 dias de vida, enquanto no
grupo 60% de restricdo esse efeito foi observado apenas no 35° de vida.

Peso dos Filhotes
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Figura 9- Peso de filhotes (em @) de ratas do grupo controle (sem restricdo alimentar) e de ratas
submetidas a restricdo alimentar, durante 6° ao 20° dia de gestacdo, as quais receberam
85%, 60%, 45% ou 30% do consumo médio de ragdo por dia (100% = 22,75 g de racéo).
S0 apresentadas as médias e os respectivos erros padrdo; N = 10 ninhadas/grupo. ANOVA
de duas vias seguida pel o teste de Bonferroni (*P<0,001, em relagéo ao grupo control€)
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A figura 10 ilustra os resultados obtidos da avaliacdo do dia de abertura de olhos,
aparecimento de pélos, desdobramento de orelha, erupcdo dos dentes incisivos, descida dos
testiculos e abertura vaginal da prole de ratas submetidas a restricdo alimentar. A ANOVA de
uma via aplicada a cada um desses parametros néo mostrou diferencas significantes entre os
grupos [F(3/39)= 0,53 para a abertura de olhos; F(3/39)= 0,12 para o aparecimento de pélo;
F(3/39) = 0,70 para o desdobramento de orelha; F(3/39)= 1,97 para a erupcéo dos dentes
incisivos; F(3/39)= 2,54 para a descida dos testiculos e F(3/39)= 0,36 para a abertura vaginal,
P>0,05].

Figura 10- Dia da abertura de olhos, aparecimento de pélos, desdobramento de orelha, erupcéo dos
dentes incisivos, descida dos testiculos e abertura vaginal da prole de ratas do grupo
controle (sem restricdo alimentar) e de ratas submetidas a restricao alimentar, durante 6° ap
20° dia de gestacdo, as quais receberam 85%, 60%, 45% ou 30% do consumo médio de
racéo por dia (100% = 22,75 g de rag8o). S&0 apresentadas as médias e 0s respectivos erros
padréo; N = 10 ninhadas por grupo. (ANOVA de umavia, P>0,05)
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Desenvolvimento reflexol 6gico dos filhotes

A figura 11 ilustra os resultados obtidos do desenvolvimento reflexol égico dos filhotes
da prole de ratas submetidas a RA. A ANOVA de duas vias aplicada aos resultados da
avaliacdo do reflexo de endireitamento, realizada do 5° ao 10° dia de vida, mostrou que houve
diferenca estatisticamente significante com relacéo dias de observacéo (F(5/216) = 32,98, P<
0,0001), ndo havendo diferencas com relacéo ao tratamento (F(3/216) = 1,74, P< 0,0968) e na
interacdo entre os fatores (F(15/216)= 6,46, P<0,0809). O teste pos hoc de Bonferroni indicou
diferenca puntual no dia 9 nos animais do grupo privado em 60% com relacéo aos demais

grupos.

A ANOVA de duas vias aplicada aos resultados do reflexo de preensdo pamar,
realizada no 2°, 4° 6° e 10° dia de vida, mostrou que houve diferenca estatisticamente
significante com relacdo ao tratamento (F(3/144) = 43,27, P <0,0001), dias de observacéo
(F(3/144) = 31,66, P< 0,0001), havendo interacdo entre os fatores (F(9/144)= 18,68, P<
0,0001). Assim, notou-se que a reducdo desse reflexo nos dias 2 e 4 nos animais dos grupos
restricdo 45% e 60% e no 6° dia de vida nos trés grupos experimentais, quando comparado ao

grupo controle.

A ANOVA de duas vias aplicada aos resultados da geotaxia negativa, realizada no 5°,
7°, 9°, 11° e 13° dia de vida, mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com
relacdo ao tratamento (F(3/180) = 5,66, P<0,0001), dias de observacédo (F(4/180) = 79,97, P<
0,0001), havendo interacéo entre os fatores (F(12/180)= 3,70, P< 0,0001). Assim, notou-se
aumento do tempo para realizacdo do reflexo no 5° dia nos grupos restricéo 45% e 60%, no 7°
dia apenas o grupo 45% e no 9° dia houve aumento do tempo deste reflexo apenas no grupo
restricdo 60%, em relacéo ao grupo controle.
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A figura 12 ilustra os resultados obtidos no reflexo de sobressalto e dia de andar adulto
da prole de ratas submetidas a RA. A ANOVA de uma via aplicada ao dia do reflexo de
sobressalto ndo indicou diferencas significantes entre os grupos tanto para o reflexo de
sobressalto [(F(3/39) = 1,28, P>0,05], como para o dia de andar adulto [F(3/39)= 2,11 P
>0,05)].

Reflexo de Sobressalto
15+

[ Controle
85%
% 2 60%
104
Q // B 45%
a /
54 %
0 o . ////
Grupos
Andar Adulto
15-
104
8
=)

Grupos

Figura 12-Reflexo de sobressato e dia de andar adulto da prole de ratas do grupo controle (sem
restricdo alimentar) e de ratas submetidas a restricdo alimentar, durante 6° ao 20° dia de
gestacdo, as quais receberam 85%, 60% ou 45% do consumo médio de racdo por dia
(100% = 22,75 g de ragdo). Sao apresentadas as meédias e respectivos erros-padréo. N= 10
ninhadas/grupo. ANOV A de umavia (P> 0,05)
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Atividade geral observada em campo aberto dos filhotes

A figura 13 ilustra os resultados obtidos nalocomocéo, levantar, tempo de imobilidade
e defecagbes medidos em campo aberto. A ANOVA de duas vias aplicada a locomocéo da
prole de ratos em campo aberto mostrou que houve diferenca estatisticamente significante
com relagdo ao tratamento (F(3/180) = 24,34, P < 0,0001), dias de observacdo (F(5/180) =
35,46, P< 0,0001), havendo interacdo entre os fatores (F(15/180)= 5,59, P< 0,0001). Assim,
notou-se que houve reducdo na locomocao do 16° ao 20° dia nos grupos restricao 45% e 60%
em relagcdo ao grupo controle.

A ANOVA de duas vias aplicada ao levantar da prole de ratos em campo aberto
mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com relagdo ao tratamento
(F(3/180) = 7,08, P <0,0001), dias de observacdo (F(7/180) = 6.87, P< 0,0001), havendo
interacdo entre os fatores (F(15/180)= 4,09, P< 0,0001). Assim, notou-se que houve reducéo
deste parametro em todos os dias de observagdo no grupo restricdo 45% e, no 18° e 20° dia
também houve reduc&o no grupo restrigdo 60%.

A ANOVA de duas vias aplicada ao tempo de imobilidade da prole de ratos em campo
aberto mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com relaco ao tratamento
(F(5/180) = 9,02, P < 0,0001), dias de observacdo (F(8/180) = 67,47, P< 0,0001), havendo
interacdo entre os fatores (F(12/180)= 4,19, P< 0,0001). Assim, notou-se que nos dias 16, 17,
18, 19 e 20, houve aumento no tempo de imobilidade dos grupos restricdo 45% e 60% em
relacdo ao grupo controle.

A ANOVA de uma via aplicada a defecagdo nao indicou diferencas significantes entre
os grupos (F(3/270) = 0,94 P >0,05).
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4.3 EXPERIMENTO 3- Avaliacdo da toxicidade aguda induzida pela MCT em ratos machos,

fémeas virgens e gestantes

Foram utilizados 90 ratos, sendo 30 machos, 30 fémeas virgens e 30 fémeas no 6° dia de
gestacdo (DG). Cada um desses grupos foi subdividido em trés, os quais receberam, por
gavagem, 10,0; 30,0 ou 100,0 mg/kg de uma unica dose MCT, sendo observados durante 15
dias ou até o final da gestacdo, conforme descrito anteriormente. No 1° dia apds 0 nascimento
os filhotes foram também avaliados quanto ao nimero de animais vivos e mortos, e para a

deteccdo de possiveis malformagdes externas.

Resultados

A tabela 5 mostra os efeitos da administracdo de dose Unica de MCT em ratos machos,
fémeas virgens e fémeas gestantes. Os dados apresentados referem-se a mediana dos escores
obtidos nas quatro primeiras horas de observacdo, uma vez que apds esse periodo poucas
alteragcOes foram constatadas. Verifica-se, de modo geral, que os machos e as fémeas virgens
se comportaram de maneira semelhante frente as diferentes doses administradas e, ainda, a
medida que se aumenta a dose de MCT, aumenta a intensidade das manifestacfes clinicas.
Por outro lado, as fémeas prenhes mostraram maior nimero de parametros aterados (frémito
vocal, anestesia e mortalidade) e também maior alteragdo nos valores de escores atribuidos
aos parametros (atividade geral, frémito vocal, resposta ao toque, aperto de cauda, reflexo

auricular, tremor, straub, anestesia, ptoses, miccao e defecacao, piloerecéo e mortalidade)

Em relacdo ao nimero de filhotes nascidos das fémeas prenhes, constatou-se que todas
as fémeas tiveram sua gestacdo a termo e que todos os filhotes nasceram vivos. As fémeas
tratadas com 10 mg/kg de MCT tiveram 10,3 filhotes nascidos, as fémeas 30 mg/kg tiveram
3,57 filhotes e asfémeas 100 mg/kg tiveram 3,26 filhotes.



53

Tabela 5- Avaliacao clinica de ratos (machos, fémeas virgens e fémeas prenhes) que receberam, por
gavagem, uma Unica dose de 10, 30 ou 100 mg/kg de monocrotalina (MCT). Os machos e
fémeas virgens foram observados por 15 dias e as fémeas prenhes, até o parto. S&o
apresentadas medianas dos escores obtidos nas quatro primeiras horas de observacdo. N =
10 animais por grupo

Machos Fémeas virgens Fémeas prenhes

Parametro
MCT (mg/kg) MCT (mg/kg) MCT (mg/kg)
10 30 100 | 10 30 100 | 10 30 100

Atividade geral 3 3 1 3 3 1 3 1 0
Frémito vocal 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Irritabilidade 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Resposta ao toque 3 3 3 3 3 3 3 3 2
Aperto de cauda 3 3 2 3 3 2 3 2 1
Contorcoes 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Trem posterior 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Forcade agarrar 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Ataxia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexo auricular 0 0 1 0 0 1 1 2 2
Tremor 0 0 1 0 1 2 0 2 3
Convulsbes 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Straub 0 0 1 0 1 1 0 1 2
Hipnose 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Lacrimacao 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ptoses 0 0 1 0 1 1 0 1 2
Miccdo e defecacao 3 3 2 3 3 2 3 2 2
Piloerecéo 0 0 1 0 1 2 1 1 3
Hipotermia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Respiracdo 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Cianose 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mortalidade 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Escores: 0= ausénciado sinal; 1= raros sinais; 2= sinais evidentes; 3= sinais evidentes e continuos



54

4.4 EXPERIMENTO 4- Efeitos da administracdo de MCT durante a gestagéo na prole de
ratas. avaliagdo de neuroteratogenicidade

Quarenta fémeas prenhes foram separadas em cinco grupos. trés grupos, cujas ratas
receberam, do 6° ao 20° dia de gestacdo, 1,0; 3,5 ou 7,0 mg/kg de MCT, por gavagem; um
grupo controle que recebeu comida ad libitum; e um grupo pair-feeding, isto €, que recebeu a
mesma quantidade de comida ingerida pelo grupo tratado com a maior dose de MCT (7,0
mg/kg). Foram medidos o peso corpdreo e 0s consumos de racdo e de agua de todas as ratas.
No 1° dia ap6s o nascimento os filhotes foram observados quanto ao nimero de animais vivos
e mortos, e para a deteccdo de possivels malformacdes externas.

Estes filhotes foram avaliados, do DPN1 ao DPN35, frente a diferentes protocolos
comportamentais para evidenciar alteragGes neuroldgicas decorrentes do tratamento materno
durante a gestacdo, conforme descrito no item 3.3.

Resultados

Avaliacdo do consumo de dgua durante a gestacao

A tabela 6 mostra os resultados obtidos da avaliacdo do consumo de égua do 6° ao 20°
dia de gestacéo das fémeas dos grupos controle, pair-feeding e tratadas com diferentes doses
de MCT. Nota-se que ndo houve diferencas significantes no consumo de &gua total entre os
animais dos diferentes grupos [F(4/57)=0,212 P>0.05].

Tabela 6- Consumo total de agua (em ml) durante o 6° ao 20° dia de gestagdo de ratas prenhes. Sao
apresentadas as médias e 0s respectivos erros padrdo; N= niimero de animais por grupo

Controle Pair-feeding MCT (mg/kg)
1,0 35 7,0
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10)

552,0+10,8 544,8+14,6 543,0+31,0 547,0+21,8 551,0+30,9

P>0,05, ANOVA
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A tabela 7 mostra os resultados obtidos da avaliaggo do consumo de ragéo do 6° ao 20°
dia de gestagéo das fémeas dos grupos controle, pair-feeding e tratadas com diferentes doses
de MCT. Notase que ndo houve diferencas significantes entre os grupos [F(4/57)=1,734
P>0.05]

Tabela 7- Consumo diario de racdo (em @), durante a gestacdo, de ratas do grupo controle, do grupo
pair-feeding e de ratas que receberam do 6° ao 20° dia de gestacdo diferentes doses de
monocrotaina (MCT). S8o apresentadas as médias e 0s respectivos erros padréo;
N=nUmero de animais por grupo

Diada controle  Pair-feeding MCT (mg/kg)
gestacéo 1,0 35 7,0
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10)
1 22,31+4,3 24,94+3,4 21,00+3,4 22,61+3,4 23,65+3,7
2 24,3315,9 22,11+32 20,5154 24,91+2 3 20,57+2,8
3 20,26+3,9 24,43+3,4 21,25+6,1 22,9+34 20,99+3,4
4 21,50+5,7 24,55+3,9 21,03+6,4 21,48+3,3 22,16+5,9
5 21,55+6,0 21,03+3,7 22,45+6,5 20,89+5,4 24,61+6,1
6 24,97+5,5 25,76+3,8 20,19+6,8 23,32+2,8 23,58+2,6
7 20,45+7,3 23,60+4,1 21,36+6,9 24,23+3,8 23,76+4,0
8 25,65+7,2 23,06+3,6 25,3515,6 25,13+5,3 22,06+3,0
9 22,35+7,2 22,06+5,1 23,18+5,0 26,37+3,4 24,58+3,2
10 23,17+7,1 22,27+4,4 26,07+5,6 28,44+3,1 25,43+2,0
11 24,66+7,1 24,99+4,2 24,12+5,7 27,62+2,2 26,34+3,6
12 25,77+6,9 25,21+5,6 29,28+5,1 28,95+3,4 27,51+4,5
13 25,30+6,8 26,87+4,5 26,95+5,3 26,65+2,0 28,30+2,1
14 26,67+7,5 25,06+4,8 27,00+4,6 28,04+3,3 27,94+5.3
15 25,7879 27,5545,1 27,94+4.8 28,26+3,7 28,41+6,8
16 27,96+7,7 26,6615,6 26,90+5,6 29,48+3,1 29,56+1,0
17 26,29+8,2 25,03+4,1 25,49+7,9 28,01+4,1 28,06+1,6
18 30,86+8,7 30,08t5,3 28,15+9,2 29,01+4,6 30,31+2,8
19 30,58+9,0 36,4815,7 30,09+4,0 30,64+4,1 35,22+7,4
20 32,84+9,1 35,49+5,9 30,84+6,4 32,42+5,2 34,57+7,8
21 33,5448,1 35,28+4,6 37,53+8,9 36,02+3,9 36,33+5,6

ANOVA (p>0,05)
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Avaliagéo do peso materno

A figura 14 ilustra e a tabela 8 mostra os resultados obtidos da avaliagdo do peso
materno durante a gestacdo das fémeas dos grupos controle, pair-feeding e tratadas com
diferentes doses de MCT. A ANOVA de duas vias aplicada aos resultados do peso materno
mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com relagdo ao tratamento
(F(4/945) =2,72, P < 0,0001) e dias de observacdo (F(20/945) = 65,74, P< 0,0001), ndo
havendo interacdo entre os fatores (F(80/945)= 2,11, P< 0,8282). O teste de Bonferroni
mostrou que a administracdo de 7,0 mg/kg de MCT reduziu o peso materno das ratas do 17°

ao 21° dia de gestacdo, em relacdo aos animais do grupo controle.

Peso materno

350+
-©- Controle
-= pair-feeding
3009 - 1,0mg/kg
é -0~ 3,5mg/kg
3 250 —— 7,0mg/kg
Q)
2004
150 T T T T 1
I I T

Dias da gestacéao

Figura 14- Peso materno (em g) de ratas prenhes dos grupos controle, pair-feeding e de ratas que
receberam do 6° ao 20° dia de gestacéo diferentes doses de monocrotalina (MCT). S&o
apresentadas as médias; N = 10 animais por grupo (ver na Tabela 8 as diferencas
significantes entre 0s grupos)
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Tabela 8- Peso materno (em @) de ratas prenhes dos grupos controle, pair-feeding e de ratas que
receberam do 6° ao 20° dia de gestagdo diferentes doses de monocrotalina (MCT). S&o
apresentadas as médias e 0s respectivos erros padrdo; N = nimero de animais por grupo

Diada controle  Pair-feeding MCT (mg/kg)
gestacao 1,0 35 7,0
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10)
1 215,39+58 211,35+3,1 212,59+50 217,61+2,5 219,40+2,1
2 224.24+6,3 218,11+3,2 21551+53 213,71+3.3 222,33+4,6
3 227,28+6,8 221,43+34 219,25+6,4 216,29+3,4 225,63+4,6
4 229,98+7,3 22555+3,9 222,03+t6,4 227,83+3,3 231,16+9,9
5 232,32+7,0 229,03+3,7 224,45+6,7 230,89+3,4 232,56+5,1
6 236,70+7,5 231,76+3,8 230,45t6,8 236,32+2,8 235,91+4,5
7 240,45+7,3 235,60+4,1 238,57+6,3 241,23+3,7 240,00+4,1
8 243,65+7,1 240,06+3,6 241,55+56 247,13+3.2 242,44+3,6
9 247,35+7,4 244,06:4,0 248,18+58 249,37+3,3 245,53+3,2
10 251,17+7,9 249,31+4,4 250,07+5,6 254,44+3,3 252,23+2,6
11 255,66+7,0 254,19+4,3 254,72+56 256,62+3,9 252,13+2,6
12 258,77+5,6 257,21+4,6 255,21+54 260,95+3,5 256,06+1,9
13 262,30+6,6 259,87+4,5 259,95+4,8 263,15+3,7 260,00+2,0
14 266,95+7,5 265,06+4,8 263,75+4,9 271,14+33 262,80+1,9
15 271,78t7,9 268,55t5,1 269,94+4,8 275,26+3,0 265,73+3,4
16 276,96+7,7 271,66156 272,96+6,6 279,48+3,3 268,73+1,1
17 284,29+8,2 277,03t5,1 274,44+7,3 281,21+4,0 261,06+1,9*
18 292,86+8,7 286,08+53 280,25+9,2 287,01+4,6 269,33+2,1*
19 297,58+9,0 293,48+5,7 284,07+9,5 289,64+4,3 270,16+5,7*
20 305,84+9,1 301,49+5,9 292,44+9,7 299,42+53 271,63+9,1*
21 319,66+8,1 314,28+5,1 311,58+53 309,02+3,8 284,33+5,6*

ANOVA de duas vias seguida pel o teste de Bonferroni (* P<0,001, em relacéo ao grupo controle)
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Avaliacéo do nimero de filhotes nascidos

A figura 15 ilustra e a tabela 9 mostra os resultados do nimero de filhotes nascidos por
fémea e do canibalismo materno pés-parto de ratas dos grupos controle, pair-feeding e
tratadas com diferentes doses de MCT. A ANOVA de uma via mostrou diferencas
significantes entre os grupos [F(4/49)=32.77 P<0.0001] em relacéo ao numero de filhotes e o
teste de Bonferroni mostrou reducéo neste par@metro nos grupos que receberam 3,5 e 7,0
mg/kg de MCT durante a gestacdo, em relacdo aos animais do grupo controle. Portanto, a
medida que se aumenta a dose da MCT, diminui o nimero de filhotes nascidos. Por outro

lado, ndo foi observado canibalismo em nenhum dos grupos estudados.

Numero de Filhotes Nascidos

15
controle

pair-feeding
1,0mg/kg
* 22 3,5mg/kg

7,0mg/kg

104

BENRODO

no. de filhotes

Figura 15- Numero de filhotes nascidos dos grupos controle, pair-feeding e de ratas que receberam do
6° ap 20° dia de gestacdo diferentes doses de monocrotalina (MCT). Séo apresentadas as
médias e 0s respectivos erros padrdo; N= 10 ninhadas/grupo. ANOV A de uma via seguida
pelo teste de Bonferroni (* P< 0,001 em relagdo ao grupo controle)
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Tabela 9- Numero de filhotes nascidos por fémea (médias + erros padréo) e porcentagem de
filhotes mortos por canibalismo materno pés-parto de ratas dos grupos controle,
pair-feeding e de ratas que receberam do 6° ao 20° dia de gestacéo diferentes
doses de monocrotalina (MCT)

Grupos No. defilhotes Porcentagem de filhotes mortos devido
nascidos/fémea ao canibalismo (%)

Controle 11,8+0,43 0

Pair-feeding 10,9+0,66 0

1,0 mg/kg de MCT 10,8+0,75 0

3,5 mg/kg de MCT 7,1+0,32* 0

7,0 mg/kg de MCT 3,6+0,57* 0

ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni (P< 0,0001)
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Andlise do desenvolvimento fisico dos filhotes

A figura 16 ilustra os resultados obtidos da avaliagdo do peso dos filhotes durante os
7°, 140, 21°, 28° e 35° dia de vida provenientes de ratas dos grupos controle, pair-feeding e
tratadas com diferentes doses de MCT. A ANOVA de duas vias aplicada aos resultados dos
pesos dos filhotes mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com relacéo ao
tratamento (F(4/225) = 0,08, P < 0,0001) e dias de observagao (F(4/225) = 99,34 P< 0,0001),
ndo havendo interacdo entre os fatores (F(16/225)= 0,04, P<0,3147). Assim, nota-se que a
exposicao de 1,0 e 7,0 mg/kg de MCT durante a gestagdo reduziu o peso dos filhotes aos 35

dias devida.
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Figura 16- Peso dos filhotes (em g) provenientes de ratas dos grupos controle, pair-feeding e de ratas
que receberam do 6° ap 20° dia de gestacdo diferentes doses de monocrotalina (MCT). S&o
apresentadas as médias e os respectivos erros padrdo; N= 10 ninhadas/grupo. ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Bonferroni (* P< 0,001 em relagdo ao grupo control€)
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A figura 17 ilustra os resultados obtidos no dia de desdobramento de orelha,
aparecimento de pélos, erupcdo dos dentes incisivos, abertura dos olhos, descida dos
testiculos e abertura vaginal dos filhotes provenientes de ratas dos grupos controle, pair-
feeding e tratadas com diferentes doses de MCT. A ANOVA de uma via aplicada ao dia de
desdobramento de orelha ndo indicou diferencas significantes entre os grupos [F(4/49) =
0,5837; F(4/49) = 0,1121 para o dia de aparecimento de pélos; F(4/49) = 4,461 para o dia de
erupcdo do dentes incisivos, F(4/49) = 0,5548 para o dia de abertura de olhos; F(4/47) = 1,741
para a descida dos testicul os e F(4/49) = 0,3998 para abertura vaginal; P >0,05].

Desdobramento de Orelha Aparecimento de Pélos

;o R

Grupos Grupos

Figura 17- Dia da abertura de olhos, aparecimento de pélos, desdobramento de orelha, erupcéo dos
dentes incisivos, descida dos testiculos e abertura vagina da prole de ratas dos grupos
controle, pair-feeding e de ratas que receberam do 6° ao 20° dia de gestacédo diferentes
doses de monocrotalina (MCT). S8o apresentadas as médias e os respectivos erros padrao;
N = 10 ninhadas por grupo. (ANOVA de umavia, P>0,05)
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Desenvolvimento reflexol 6gico dos filhotes

A figura 18 ilustra os resultados obtidos na avaliagdo do reflexo de endireitamento,
preensdo palmar e geotaxia negativa dos filhotes provenientes de ratas dos grupos controle,
pair-feeding e tratadas com diferentes doses de MCT. A ANOVA de duas vias aplicada aos
resultados do reflexo de endireitamento, realizada do 5° ao 10° dia de vida, mostrou que
houve diferenca estatisticamente significante com relagdo dias de observacéo (F(5/70) =
56,90, P< 0,0001), ndo havendo diferencas com relacdo ao tratamento (F(4/270) = 0,22, P <
0,8375) e nainteracdo entre os fatores (F(20/270)=0,74, P<0,9997).

A ANOVA de duas vias aplicada aos resultados do reflexo de preensdo palmar, realizado
no 2°, 4°, 6° e 10° dia de vida, mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com
relacdo aos dias de observacdo (F(3/180) = 93,31, P< 0,0001), e ndo houve diferencas
estatisticamente significantes com relacdo ao tratamento (F(4/180) = 0,17, P= 0,3080), e
interac&o entre os fatores (F(12/180)= 0,27, P=0,7983).

A ANOVA de duas vias aplicada aos resultados da geotaxia negativa, realizado nos 5°,
7°, P, 11° e 13° dia de vida, mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com
relacdo ao dias de observacdo (F(4/225) = 88,77, P< 0,0001) e tratamento (F(3/225) = 0,91,
P=0,3089), ndo havendo interacdo entre os fatores (F(16/225)= 0,78, P= 0,0001). Assim,

notou-se aumento desse efeito no 7° dia, nos grupo 1,0 mg/kg, em relacéo ao grupo controle.
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Figura 18- Reflexos de endireitamento, de preensdo palmar e de geotaxia negativa da prole de ratas do
grupo controle e de ratas submetidas a MCT do 6° ao 20° dia de gestacéo, 1,0 mg/kg, 3,5
mg/kg, 7,0 mg/kg. S&0 apresentadas as médias e respectivos erros-padréo. N
ninhadas/grupo. ANOV A de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. * p<0,0001
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A figura 19 ilustra os resultados obtidos no reflexo de sobressalto. A ANOVA de uma
via aplicada ao dia do reflexo de sobressalto e o dia de andar adulto ndo indicaram diferencas
significantes entre os grupos (F(4/49) = 1,231, para o reflexo de sobressalto e F(4/49) = 0,0,
parao diade andar adulto P=0,3112).

Reflexo de Sobressalto

15-
3 Controle
, pair-feeding
| ) o3elels! P2 1,0mg/kg
10 XX
" XX 3,5mg/kg
4 % K
a / ] BX 7,0mglkg
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NN
/ RS
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29,0, (
0 /42 RRXX
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10+
8
a
5_
0
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Figura 19- Efeitos da MCT do 6° ao 20° dia de gestagdo, 1,0 mg/kg, 3,5 mg/kg, 7,0 mg/kg e grupo
controle no reflexo de sobressalto e dia de andar adulto na prole de ratos. S8o apresentadas
as médias e respectivos erros-padrdo. N= 10 ninhadas/grupo. ANOV A de umavia
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Atividade geral observada em campo aberto dos filhotes

A figura 20 ilustra os resultados obtidos na locomogdo medida em campo aberto. A
ANOVA de duas vias aplicada a locomocg&o da prole de ratos em campo aberto mostrou que
houve diferenca estatisticamente significante com relacdo ao tratamento (F(4/1872) = 0,58, P
< 0,0001), dias de observacéo (F(5/1872) = 66,29 P< 0,0001), mas ndo havendo interacdo
entre os fatores (F(20/1872)= 0,32, P=0,5766). Assim, notou-se que houve reducdo na
locomogéo do 17° dia nos grupos 3,5 mg/kg em relacéo ao grupo controle.

A ANOVA de duas vias aplicada ao levantar da prole de ratos em campo aberto
mostrou gque houve diferenca estatisticamente significante com relagdo dias de observagao
(F(5/2370) = 17,76, P< 0,0001), ndo havendo diferencas estatisticamente significantes entre
os tratamentos (F(4/2370) = 0,34, P= 0,0430) e a interacdo entre os fatores (F(20/2370)=
0,31, P=0,9824) .

A ANOVA de duas vias aplicada ao tempo de imobilidade da prole de ratos em campo
aberto mostrou que houve diferenca estatisticamente significante com relacéo ao tratamento
(F(4/270) = 0,42, P < 0,0001), dias de observacdo (F(5/270) = 97,87, P< 0,0001), havendo
interacdo entre os fatores (F(20/270)= 0,81, P< 0,0001). Assim, notou-se que no dia 15 houve
aumento no tempo de imobilidade dos grupos 1,0 mg/kg e 3,5 mg/kg e nos dias 16,17 e 18
esse aumento foi apenas do grupo 3,5mg/kg em relagcdo ao grupo controle.

A ANOVA de umavia aplicada a defecacéo ndo indicou diferencas significantes entre
os grupos (F(4/270) = 0,94 P =0,9864).
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Figura 20- Atividade geral, avaliada no campo aberto, da prole de ratas do grupo controle e das ratas
submetidas a MCT do 6° ao 20° dia de gestacdo, 1,0mg/kg, 3,5 mg/kg, 7,0 mg/kg. Séo
apresentadas as médias e respectivos erros-padrdo. N= 10 ninhadas/grupo. ANOVA de
duasvias
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5DISCUSSAO

Na investigacdo dos efeitos toxicos de substancias quimicas no periodo perinatal, o
peso corpora materno e de sua prole sdo tidos como um indice importante de toxicidade.
Alteracdes no peso materno podem estar ligadas a desnutricéo produzida diretamente pelo
agente toxico ou indiretamente por outros fatores como interferéncias com a palatabilidade,
odor e outras caracteristicas do alimento. Além disto, o agente toxico pode, de forma indireta,
modificar os processos fisioldgicos da placenta interferindo com o transporte de nutrientes
para o feto em desenvolvimento, ou ainda causar disturbios fisiopatol4gicos no organismo
materno, mal-nutricdo materna resultante da diminuicdo da comida ingerida ou mal-absorcéo
gastrintestinal de nutrientes. Portanto, nos estudos de toxicologia do desenvolvimento sempre
permanece a davida se as alteracOes no peso materno e no peso de sua prole sdo consequéncia
do efeito direto ou indireto da acdo nociva do agente téxico.

Na literatura tém-se muitas informagdes sobre a RA e suas consequéncias. Assim, para
determinar as condi¢des da privacdo alimentar em nosso biotério, realizou-se o Experimento
1. Neste caso foram utilizadas 20 fémeas prenhes, sendo diariamente aferido o consumo de
racdo, a fim de se conhecer o consumo médio de racdo durante a prenhez, podendo assim,
estabel ecer os diferentes niveis de RA, conforme proposto nos experimentos de Fleeman et al.
(2005). Desta forma, estabeleceu-se que as ratas receberiam 30, 45, 60 e 85% da quantidade
de rac&o ingerida pelas ratas do grupo controle.

No Experimento 2, a partir do 8° dia de gestacdo (Figura 8 e Tabela 3) e, portanto, ha
trés dias do inicio dos diferentes niveis de RA, nota-se que o peso materno foi menor nas ratas
submetidas a privagdo alimentar de 60, 45 e 30% daquela das ratas do grupo controle,
enguanto o grupo 85% em nenhum momento diferiu do grupo controle. A partir do 20° diade
gestacdo quando a restricdo aimentar terminou houve um retorno no ganho de peso
proporciona a restricdo. Nota-se ainda, que a intensidade do grau de RA acompanhou a
intensidade da perda de peso, sendo mais evidente préximo ao término da RA.

Ao nascimento dos filhotes oriundos das ratas submetidas a RA observou-se o
canibalismo materno e este também foi proporcional a intensidade da privagdo alimentar, ou
sgja, a rata submetida & maior restri¢éo foi aquela que mostrou maior canibalismo. Um dado
interessante foi que a mée que recebeu apenas 30% da racdo em relagdo ao grupo controle,

matou e comeu todos os filhotes logo apds o nascimento.
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O comportamento agressivo em direcdo a cria, sem causar sérias injurias fisicas, €
considerado normal em muitas espécies animais como cées e primatas, tido como um
comportamento de apaziguamento, visando “ensinar etiqueta social” ao infante, uma vez que
a mae deve mostrar e estabelecer dominancia (HOUPT, 2000). Quando a injuria ao filhote é
mais Séria, este comportamento pode se enquadrar em comportamento materno anormal,
rejeicdo ou, algumas vezes, canibalismo (HOUPT, 2004). No entanto, em condicOes
“normais’, este fendbmeno de canibalismo materno, comum em laboratorios, ainda ndo é
compreendido (WEBER; OLSSON, 2008).

O ato de um animal devorar 0 outro da mesma espécie € um comportamento intrigante
que atrai estudos de vérias areas, desde a Biologia até a Sociologia, passando por
guestionamentos éticos e religiosos quando o fenbmeno € observado em comunidades
humanas (PIUMA, 2007).

O canibalismo € um ato que sugere auto-eliminacdo de uma espécie por ela mesma,
porém pode representar uma vantagem evolucionaria individual e populacional
(BROWN,1976). Assim, o ato de canibalismo contra jovens crias pode ser uma estratégia de
sobrevivéncia de adultos durante periodos de limitagdo de comida. Desta forma, quando os
recursos sao limitados, as fémeas podem reduzir o tamanho da ninhada através do
canibalismo. Este fato poderia explicaria o canibalismo observado no presente trabalho. Mais
ainda, a correlacdo verificada entre o grau de RA e o do canibalismo materno reforca o
aspecto evolucionario do fenémeno materno.

Outro fato interessante e que pode ser correlacionado ao aspecto evolucionério ligado
a preservacdo da especie seria 0 aumento do numero de filhotes na medida em que se
aumentou a restricdo alimentar. De fato, fémeas do grupo de maior restricdo apresentaram
cerca 40% amais de filhotes do que as fémeas do grupo controle.

E fato conhecido que entre animais, ocorréncia de canibalismo materno, é mais
freqlente quando h& defeitos fisicos na prole. Dipe (2009) estudou as malformacdes dsseas e
viscerais promovidas pela restricdo alimentar sobre a prole de ratas Wistar no mesmo
esquema do presente trabalho. Esse autor ndo verificou teratogénese nas diferentes RA.
Portanto, a hipétese de defeitos fisicos na prole levando ao canibalismo materno pode ser
descartada no presente trabal ho.

Outro aspecto a considerar, seria que 0 estresse causado pela RA durante a gestacéo,
causaria alteragdes neuronais que levariam a méae a matar e comer seus filhotes, logo apés o
nascimento. Neste sentido, sabe-se que a liberagdo do fator liberador de corticotropina é
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responsavel pelo aumento de ansiedade e reacdo de medo em machos roedores (LONSTEIN;
GAMMIE, 2002). Por outro lado, em fémeas durante a lactagdo ha decréscimo dos niveis
deste horménio no hipotalamo, uma vez que o comportamento agressivo protetor pds-parto
esté relacionado a diminuicdo da ansiedade e medo, e a administragdo de fator liberador
corticotropina e o horménio adrenocorticotropico inibem sua manifestacdo (LONSTEIN;
GAMMIE, 2002).

Broom e Johnson (1993) comentam que o estresse é um efeito ambiental sobre um
individuo que coloca uma sobrecarga sobre o seu sistema de controle e reduz o seu-vigor
fisico o que acarretaria aumento de mortalidade e insucesso no crescimento ou na reproducao.
O termo estresse também pode ser definido como um sintoma resultante da exposi¢éo do
animal a um ambiente hostil, com conseqguientes prejuizos para a homeostase. Os agentes
estressores podem ser de natureza mecanica (traumatismos cirdrgicos ou nao), fisica (calor,
frio, som), quimica (drogas) ou bioldgica (agentes infecciosos, fatores psiquicos, estado de
nutricdo, etc). Em outras palavras, as condi¢cbes ambientais adversas ao bem-estar animal
podem ser climéticas, como calor ou frio extremo; nutricionais, como privacdo de alimentos
ou de &gua; sociais, como ocupacdo de posi¢des hierarquicamente inferiores dentro de um
grupo; ou fisiologicas, causadas por patdégenos ou toxinas. Assim no presente trabalho,
embora as fémeas possam ter sofrido adaptacdes que as levassem a apresentar menores niveis
de estresse, a privacéo alimentar causaria ativacéo suplementar do eixo hipotal amo-hipéfise-
adrenal, levando ao comportamento agressivo materno exacerbado e ao canibalismo. Portanto,
ndo se pode descartar que o canibalismo observado n&o tenha tido a contribuicdo do estresse
na sua eliciagéo.

Ainda, levantando hipéteses acerca das causas do canibalismo observado, ateractes
na interagdo mae-filhote podem estar envolvidas no fendmeno. O comportamento materno é
mantido por hormdnios e neurotransmissores, porém o fator critico é a estimulacédo tétil
durante a amamentagdo (LONSTEIN; DE VRIES, 2000; FEBO; NUMAN; FERRIS, 2005), o
estimulo olfatério importantissimo na interacdo entre crias e fémeas (LONSTEIN; GAMMIE,
2002), e, ainda, os estimulos ultrassdnicos oriundos dos filhotes (HOUPT, 2000). Assim,
filhotes desnutridos, como € o0 caso deste trabalho, podem ndo apresentar as mesmas
habilidades que os filhotes alimentados adequadamente. Reducdo nestes estimulos
prejudicaria o reconhecimento materno dos filhotes levando ao canibalismo.

Os filhotes que sobreviveram ao canibalismo materno foram pesados no 7°, 14°, 21°,
28° e 35° dia de vida (Figura 9). Assim, observou-se que durante a amamentacdo somente 0
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grupo de maior restricdo apresentou reducdo no peso no 14° dia da lactacdo. Deve ser
salientado que o consumo de racéo dos filhotes inicia-se no 10° dia pos-parto, ainda durante a
fase de lactac8o, evidenciando prejuizo precoce no grupo de maior privacdo. Este fato
também € observado aos 35 dias de idade, quando todos os filhotes provenientes de méaes
privadas apresentaram reducéo no peso, porém a reducdo de peso mais evidente ocorreu no
grupo de restricéo 45%. Portanto, durante o periodo de lactacéo os efeitos da RA ndo séo téo
evidentes quanto aguel es observados alongo prazo.

Os efeitos da desnutri¢do intra-uterina dependem da fase de desenvolvimento em que
estd o feto ou 0 6rgdo, sendo tanto mais intensos e permanentes quanto mais precocemente
ocorrer e maistarde seiniciar arecuperacdo nutricional (GURMINI, 2005).

Gurmini (2005) verificou que filhotes de maes submetidas a restricdo dietética de 50%
durante a gestagcdo apresentam peso, comprimento do corpo e comprimento do intestino
menores, recuperando apenas o comprimento do corpo apos a lactacdo, mas ndo atingindo o
desenvolvimento alcancado pelos filhotes de mées nutridas. Além disso, a altura total da
mucosa, a atura da vilosidade, a espessura da vilosidade e a altura do enterécito também
foram comprometidas, apenas recuperando a espessura da vilosidade ap6s o periodo de
lactacdo. Esses achados mostram que o filhote submetido a desnutri¢do durante a gestacéo,
mesmo apos a lactacdo, apresenta comprometimento de seu desenvolvimento. No mesmo
sentido, no presente trabalho, observou-se que no grupo de restricéo de 45%, aos 14 e 28 dias
de idade, ha reducdo mais persistente do peso corporeo da prole. No entanto, um fato
adicional foi observado: aos 35 dias de idade todas as proles de maes com restricdo
apresentaram reducéo do peso corporal em graus proporcionais a restri¢éo, fato indicativo de
lesDes persistentes, somente expressas durante o desenvolvimento dos animais,
especificamente na fase de puberdade.

Estudos mostram que a baixa ingestéo cal 6rica durante a gestacdo e/ou lactagdo podem
resultar em atrasos e/ou adiantamento na a maturacdo e outras caracteristicas fisicas e
reflexol 6gicas da prole (CHIAVEGATTO; OLIVEIRA; BERNARDI, 1997).

No presente estudo os parametros de desenvolvimento fisico ndo foram modificados
pela RA. No entanto, cabem aqui alguns comentérios a cerca da natureza de cada um destes
parametros, umavez que nesse trabalho sdo comparados os dados da desnutricéo e aqueles da
MCT no sentido de discriminar os efeitos da desnutricéo e aqueles da toxicidade do alcal6ide

pirrolizidinico.
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Abertura dos olhos e erupcéo dos dentes incisivos dependem basicamente da presenca
do fator de crescimento epidérmico (EGF). Em 1962, Cohen descobriu o EGF que é um
polipetideo potente promotor da divisdo e diferenciaco celular dos tecidos epidérmicos. A
facilitagdo para abertura dos olhos e erupgdo dos dentes incisivos tem origem epidérmica. Foi
demonstrado que o EGF pode acelerar a abertura dos olhos e a erupgdo dos incisivos quando
administrado em ratos, camundongos e hamsters (HOATH, 1986; SMART et al., 1989).
Nesse sentido, o crescimento de pélo e penugem, desdobramento das orelhas também estéo
envolvidos com esses fatores.

A maturacdo sexual em machos é resultado do complexo de interacdes do hipotédamo,
pituitaria anterior, testiculos e oOrgdos sexuais secundarios (NEGRO-VILLAR; OJEDA,;
MCCANN, 1973). Umateoria sugere que a iniciacdo da puberdade tem como primeiro evento
alteracdo sensitiva no eixo hipotdamo-pituitaria com feedback negativo para os andrégenos
(SMITH; DAMASSA; DAVISON, 1989). Uma vez que o “gonadostast” (em analogia a
termostato, para 0 mecanismo em que a secrecdo hormonal das génadas regulam a secrecéo
das células do hipotalamo e hipofise) se estabeleceu, ha aumento no nivel e/ou liberacéo do
padréo de gonadotrofina, resultando no aumento da secrecéo de testosterona pelas células de
Leydig, até que um novo estado de equilibrio seja alcangado. Nas ratas o Unico sinal externo
da puberdade é a canalizacdo da vagina, a qual € inicialmente imperfurada e mais tarde torna-
se patente em consequéncia da estimulacdo estrogénica. A abertura vaginal ocorre um dia
depois do primeiro surto pré-ovulatdrio de gonadotrofinas (SODERSTEIN; ENEROTH,
1984). Um fendmeno importante evolucionario pelo qual a mée regula o desenvolvimento
gonadal da sua ninhada é o controle da canalizacéo da vagina pelo GnRH do leite materno
(SODERSTEIN; ENEROTH, 1984). Este deprime a funcdo ovariana impedindo sua
maturacdo e, na medida em que os filhotes comecam a comer regularmente, os episodios de
amamentagdo tornam-se menos frequentes, o aporte de GnRH do leite materno reduz-se
naturalmente, permitindo o desenvolvimento ovariano que culmina na puberdade da fémea
(SODERSTEIN; ENEROTH, 1984).

No entanto estes mesmos animais que ndo mostraram alteracdes no desenvolvimento
fisico (exceto peso corporeo), quando avaliados nos reflexos neurol gicos, mostraram déficits
evidentes (Figura 11). Os reflexos e as respostas de um recém-nascido permitem que ele regja
ao ambiente em que vive. Esses reflexos sdo ingtintivos, servem para protegé-lo e todos os
filhotes nascem com os mesmos reflexos. Por outro lado, as respostas séo totalmente
individuais. Os reflexos sdo respostas especificas, previsiveis e involuntarias a um tipo
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especifico de estimulo. Segundo Fox (1965), os seguintes reflexos podem ser testados no
inicio da vida, em ratos. preensdo palmar, endireitamento ou recuperacdo do decubito,
geotaxia negativa e endireitamento.

Durante a ontogenia 0 desenvolvimento do controle da postura depende de muitos
processos neurobioldgicos e da percepcdo do mundo externo. Tem sido proposto por Varios
autores que o desenvolvimento postural é pré-requisito para 0 desenvolvimento motor
(ALTMAN; SUDARSHAN, 1975) e, mais ainda, o desenvolvimento postural interfere
intimamente com o desenvolvimento cognitivo e da comunicagdo verbal e ndo verbal em
criangas (SILVA et al., 1987). De acordo com Altman e Sudarsham (1975) trés sistemas
periféricos podem estar envolvidos com a regulacdo da postura, incluindo o sistema
vestibular, extereoceptivo e proprioceptivo; além disso, estimulos do sistema visual tém
importancia na aquisicdo da postura. As fungdes do sistema vestibular comegam logo apds o
nascimento, embora sgjam dificultadas pela imaturidade do sistema motor. O estudo do
sistema vestibular atrai pouca atencdo nas investigacdes do desenvolvimento da postura,
possivelmente, porque as deficiéncias precoces destes sistemas sdo em geral compensadas
durante a adolescéncia (CHIAVEGATTO; OLIVEIRA; BERNARDI, 1997). O reflexo de
endireitamento, geotaxia negativa e andar adulto em filhotes de ratos ocorrem pela agéo do
desenvolvimento motor e também € guiado pelo sistema vestibular (CHIAVEGATTO;
OLIVEIRA; BERNARDI, 1997).

Observou-se no reflexo de endireitamento (Figura 11) que apenas o grupo de restricao
60% apresentou retardo significante em relacéo ao grupo controle; essa diferenca apareceu no
® dia de vida e o mesmo foi observado no reflexo de geotaxia negativa. Neste uUltimo
verificou-se também aumento no 5° e 7° dia do grupo RA 45% em relacéo ao grupo controle e
aumento no 5° e 9° dia do grupo RA 60% em relacéo ao grupo controle (Figura 11). O grupo
RA 85% ndo apresentou diferencas significantes em relagdo ao grupo controle. Ambos 0s
reflexos, representam a orientacéo espacial do animal; o reflexo de endireitamento esta ligado
a propriocepcdo (FOX, 1965) e os presentes dados indicam que este aspecto do
desenvolvimento ndo foi alterado de forma significativa pela restricdo alimentar. Por outro
lado, o reflexo de geotaxia que expressa a exterreocepcao do animal (CHIAVEGATTO;
OLIVEIRA; BERNARDI, 1997) foi extremamente afetado ela restricdo alimentar, o que leva
a supor que arestricdo alimentar pode interferir com arelagdo do animal com 0 mundo a sua
volta. Aparentemente, um animal que ndo tem boa percepcdo espacial pode ser mais
facilmente predado ou apresentar dificuldades na procura de aimento e fémeas para
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reproducéo. Quanto ao dia de andar adulto, este ndo foi modificado (Figura 12).

Em relacéo ao reflexo de preensdo palmar, vale comentar alguns aspectos histéricos.
No ano de 1896, Joseph Felix Babinski apresentou na Biological Society de Paris um artigo
sobre a resposta cutanea plantar em alguns pacientes humanos com desordens orgéanicas do
SNC, tendo feito a descricéo definitiva em 1898 (BARRAQUER-BORDAS, 1968). Este sinal
(de Babinski) corresponde a flexdo dorsal ou a extensdo do polegar desencadeada pela
estimulacdo do tegumento de uma zona qualquer da planta dos pés, exceto na regido plantar
do proprio polegar (BARRAQUER-BORDAS, 1968). O reflexo de preensdo palmar, também
chamado de reflexo de Babinsk € um dos reflexos do bebé; é normal em criangas abaixo de 2
anos de idade, mas desaparece a medida que a crianca cresce e 0 Sistema nervoso se
desenvolve (ALDER; ZBINDEN, 1977). Em pessoas com mais de 2 anos de idade, a presenca
do reflexo de Babinski indica danos nos nervos que conectam a medula espinal ao cérebro (o
trato corticoespina) (BARRAQUER-BORDAS, 1968). Uma vez que este trato se apresenta
do lado esgquerdo e direito, o reflexo de Babinski pode ocorrer em um dos lados ou nos dois.
O reflexo de Babinski anormal pode ser temporario ou permanente (ALDER; ZBINDEN,
1977).

No presente trabalho observou-se que nos filhotes das mées privadas de racéo 45% e
60% apresentaram reducdo no reflexo de preensdo palmar no 22, 4° e 6° dia de vida em
relacdo ao grupo controle (Figura 11); ja o grupo que as méaes foram submetidas a restricéo de
racdo 85% houve um aumento neste reflexo no 6° dia, quando se esperaria que este reflexo
fosse diminuido como constatado no grupo controle. No Ultimo dia de observacdo deste
reflexo ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Portanto, com base nestes
resultados observou-se retardo precoce nos filhotes de maes restritas 45% e 60%, mas com 0

passar do tempo observa-se uma recuperagao.

Quanto ao reflexo de sobressalto, este ocorre paralelo com abertura do ducto auditivo,
iniciando-se 0 processo de percepcdo de sons do ambiente (ALTMAN; SUDARSHAN,
1975); no caso (Figura 12) ndo foram observados diferencas estatisticas entre os grupos RA e

grupo controle.

Diante destes resultados, torna-se importante e necessario comentar sobre os estudos
de interacdo materno-filhote. Alguns dados do desenvolvimento fisico da prole cujas maes
foram privadas de alimento sugerem gue o cuidado materno néo foi prejudicado pela restricéo

alimentar. Ao nascimento as proles dos roedores ndo apresentam ainda controle da



74

temperatura corporal e dependem da mé para manter a temperatura corporal
(CHIAVEGATTO; BERNARDI, 1991). Caso isto ndo ocorra pode-se ter a morte prematura
dos filhotes por hipotermia. No presente estudo, ndo se observou morte perinatal em fémeas
restritas. Por outro lado, é fato conhecido que, em ratos, as fémeas durante a lactacdo lambem
mais filhotes machos, pois este procedimento libera testosterona do filhote a determina a
adeguada descida do testiculo, ou sgja, sua maturacdo sexual (ALMEIDA et a., 1996). Desta
forma, a auséncia de ateracBes neste parametro nos grupos restritos de alimento aponta para
um cuidado maternal similar aqueles das fémeas do grupo controle. Acrescente-se, ainda, que
embora se tenha queda de peso corporal materno na restricdo, ao nascimento e durante a
lactacdo, o desenvolvimento fisico da prole foi similar aguele do grupo controle. Em
particular, a abertura vaginal da prole feminina ndo foi aterada e desde que o principal
hormbénio, como ja comentado, que inibe a canalizacdo da vagina € de origem do leite
materno, conclui-se que a quantidade e/ou qualidade deste leite foi suficiente para manter o
pleno desenvolvimento dos filhotes, apesar da restricdo de alimento. Raciocinio similar pode
ser feito com relacdo a auséncia de diferencas significantes nos pesos das proles restrita ou
ndo ao nascimento. De fato, o aporte de nutrientes durante o periodo final da gestacdo e
mesmo durante a restricdo permitiu o desenvolvimento ponderal da prole em niveis de
normalidade.

Diante disto, propde-se que nos protocolos de estudo do desenvolvimento a inclusdo
de testes de avaliacdo do comportamento materno para dirimir algumas dividas que possam
ser de natureza relativa a interacéo materno-filhote ou de agdes diretas ou indiretas do agente

toxico.

No presente trabalho foi avaliada também a atividade geral da prole. A atividade geral,
também chamada de atividade motora ou esponténea, mensura a capacidade do animal de se
movimentar em uma érea desconhecida independente de estimulos ambientais. No presente
experimento, fatores ambientais (aparelho, intensidade de luz, barulho) foram padronizados
para uma adequada determinacdo da atividade geral, conforme sugerido por Reiter e McPhail
(1982).

Assim, foram constatadas alteragOes significantes na frequiéncia locomocgéo e levantar,
bem como no tempo de parado dos filhotes oriundos de ratas submetidas a RA. Notou-se que

a partir do 16° dia houve diminuicdo nalocomocao dos filhotes em que a mée sofreu restricao



75

de 45% e 60% da racdo (Figura 13). Observou-se também no campo aberto reducdo no
levantar dos filhotes do grupo com restri¢éo de 45% em todos os dias observados (Figura 16);
nos filhotes de restricdo 60% a diminuicédo do levantar ocorreu apenas no 18° e 20 ° dia. N&o
houve diferencas significantes entre o grupo controle e restri¢do de 85%, tanto na locomocao

quanto no levantar.

Bernardi e Palermo-Neto (1983) mostraram o envolvimento dos parametros freqiiéncia
de locomocdo e levantar com sistemas dopaminérgicos centrais distintos, porém intimamente
ligados a expressdo da funcdo motora. A locomocdo apresenta caracteristicas ora de
emocionalidade, ora de comportamento exploratorio e a habituagdo ndo ocorre em funcéo de
exposicoes repetidas, mas em geral em funcéo do tempo (BERNARDI; PALERMO-NETO,
1983). O levantar pode ser tido como a manifestacdo de um processo exploratorio de
aproximacdo por parte do animal das regides modificadas do ambiente, ou de modo
alternativo expressdo de um estado de ativagdo generalizada da qual faltaria 0 componente
exploratorio (ADES, 1975).

Nestes mesmos filhotes observou-se que o tempo de imobilidade foi maior nos grupos
restricdo 45% e 60% em relacdo ao grupo controle e restricdo de 85% (Figura 13), mostrando
correlacdo entre os parametros locomocgéao e levantar com aimobilidade. Estes dados sugerem
reducdo na atividade motora dos animais. As habilidades motoras se constituem como uma
das mais importantes manifestagcbes na relagdo de um ser vivo com o seu ambiente. Os
comportamentos locomotores estdo estreitamente relacionados & sobrevivéncia dos mamiferos
e requerem uma coordenacao fina e precisa na atividade simulténea das diversas vias motoras
(BERNARDI; PALERMO-NETO, 1983).

Observou-se também no teste de campo aberto que os filhotes ndo apresentaram
diferencas significantes entres os grupos RA e o grupo controle em relagdo a defecagdo
(Figura 18). Segundo, Bernardi e Palermo-Neto (1983), a defecaco é reativa ou emocional, e
€ uma resposta autonémica que ocorre em situacbes de novidade ou aversivas, sendo
considerada, com alguma reserva, como medida de emocionalidade no teste de campo aberto.
Nesse sentido, no presente trabalho esse parémetro indicou auséncia de alteracbes na
emocionalidade da prole.
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Vae ainda destacar que, embora ndo se tenha observado ateracbes no
desenvolvimento da habilidade motora dos animais (dia de andar adulto), o teste de campo

aberto demonstrou prejuizo na funcdo motora dos animais.

Estes resultados em conjunto demonstraram que, na dependéncia do grau de restricéo
adimentar materna, sua prole apresenta alteracGes principalmente de cunho neurolégico,
associada a reducdo no desenvolvimento pondera. A andlise do desenvolvimento motor dos
animais no campo aberto revela dados interessantes. Assim, o dia de andar adulto dos animais
ndo se mostrou diferente daquele dos animais controle e seria esperado que a locomog&o ou 0
levantar no campo aberto também néo tivesse sido modificado. No entanto, notou-se que nos
vérios dias de observacdo a locomocgéo e o levantar nos animais foram reduzidas em paralelo
com o aumento significante da duracdo de imobilidade, 0 que expressa modificacoes
importantes no desenvolvimento do sistema motor. Estas ateraces sd6 foram evidentes
quando o sistema foi desafiado pela exposicdo ao campo aberto, fato bastante comum nos
experimentos perinatais, uma vez que o organismo tende a suprir as duas deficiéncias dentro
de uma contingéncia normal, sendo que estas sO sdo explicitadas quando o sistema é
desafiado.

Os diferentes agentes exdgenos quer sejam fisicos ou quimicos, podem causar efeitos
deletérios diretamente sobre o produto da concepcdo, ou secundariamente, através da acéo
sobre 0 organismo materno (SPINOSA et a., 1999). Para os estudos experimentais
relacionados aos efeitos de xenobidticos sobre a inducéo de anomalias e ou malformactes
fetais, € importante salientar que as doses preconizadas/utilizadas ndo devem causar
toxicidade materna exacerbada, uma vez que o proprio estresse da intoxicacdo poderia causar
efeitos deletérios ao concepto, inferindo, destarte com a interpretacdo correta dos reais efeitos
de xenobidticos (GORNIAK; SPINOSA; BERNARDI, 2008).

Os ensaios de toxicidade aguda fornecem um perfil da toxicidade de substancias
quimicas contribuindo para estabelecimento do potencial tdxico de uma substéncia e
permitindo 0 estabelecimento de doses, periodos e Orgdos afetados na investigacéo

toxicol dgica.

Nesse sentido, foi realizado o Experimento 4 deste trabalho, no qual se avaiou a
toxicidade aguda da MCT. Considerando que o enfoque foram os estudos perinatais, incluiu-
se um grupo de fémeas gestantes ao lado de ratos machos e fémeas preconizados nestes testes.
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Partiu-se da dose de 10 mg/kg de MCT, uma vez que em trabalho anterior dose similar
(7 mg/kg) promoveu poucos efeitos toxicos em animais adultos (HUEZA, 2009). As demais
doses empregadas formam 3 e 10 vezes maiores que ainicial. Pode-se, entdo, perceber que ha
diferencas entre os sexos na toxicidade aMCT, visto que as fémeas virgens sdo mais sensiveis
aos efeitos toxicos da MCT que os machos. No entanto, as fémeas prenhes foram as mais
afetadas, ou sgja, mais sensiveis que as virgens, uma vez gue apresentam maiores escores dos

sintomas de intoxicacéo por MCT.

Deve ser destacado que durante a prenhez tanto os mecanismos de absorcao,
distribuicdo e biotransformagéo, como aqueles da excrecéo estdo modificados (BERNARDI,
2006). Estes fatos explicariam a maior toxicidade observada. Qualitativamente, verificou-se
incremento em parametros ligados a ativagéo do sistema sensorial, tais como sensibilidade
corneal, auditiva, frémito vocal e resposta ao aperto da cauda. Pode haver ainda contribuicoes
periféricas da ativagdo do sistema nervoso expressos pela presenca de tremor e piloeregéo.
Além disto, houve reducdo significante da locomogdo dos animais que é uma resposta

adaptativa ao estresse em roedores.

Baseados nestes resultados tomou-se como maior dose da MCT a ser empregada nos
ensaios perinatais a dose de 7,0 mg/kg, proxima a dose de 10 mg/kg que foi empregada nos
estudos de Hueza (2009).

Em relacdo a administracdo de MCT em fémeas gestantes, determinou-se que estas
receberam o tratamento do 6° ao 20° DG. Este periodo foi escolhido, pois se sabe que, em
ratas, no 6° dia de prenhez ja houve a implantacdo do embrido no Utero materno
(BERNARDI, 2006), permitindo desta maneira, que os efeitos da planta ocorressem somente
durante o periodo de organogénese e desenvolvimento fetal, descartando-se, assim, a
possibilidade de toxicidade pré-implantagdo. O tratamento com MCT durante o periodo de
organogénese e desenvolvimento fetal das ratas ndo produziu alteragdes no desenvolvimento
fisico da prole, mas no teste de geotaxia negativa, houve diferenca pontual, estatisticamente
significante do grupo 1,0 mg/kg de MCT, no dia 7 em relacdo ao grupo controle. Os demais
pardmetros do desenvolvimento reflexolégico também ndo foram alterados. A atividade
motora da prole foi avaliada em campo aberto e mostrou aumento significante apenas na
duracdo daimobilizagéo, os animais dos grupos 3,5 e 7,0 mg/kg de MCT, nos dias 15, 16 e 17

em relagcdo ao grupo controle.



78

Neste estudo, quando se avaliou o ganho de peso total das fémeas gestantes, tratadas
ou ndo com a MCT, foi possivel observar diminuicéo significante no peso daquelas ratas que
receberam a maior dose de MCT (7,0 mg/kg) ao final da gestacdo. Uma vez que o nimero de
filhotes nascidos destas gestantes diferiu daguele das fémeas do grupo controle, pode-se
relacionar esta diminuicao verificada, pode ser por uma embriotoxicidade, desde que afase de

crescimento dos fetos ocorre no terco final da gestacdo (BERNARDI, 2006).

Observou-se também reducdo no peso dos filhotes; esta reducdo ocorreu apenas no 35°
dia pos-natal, nos filhotes cujas mées receberam as doses 1,0 e 7,0 mg/kg de MCT,
evidenciando que durante a lactagcdo néo houve retardo no desenvolvimento dos filhotes, mas
depois, quando os animais comecaram a se alimentar sozinhos, houve reducéo no peso destes
animais. Pode-se aventar que alteragbes comportamentais ou na fisiologia tenham causado
estes efeitos. E interessante lembrar que a MCT é um alcal dide pirrozolidinico havendo relato
gue toxinas deste grupo levam a anorexia e lesdes hepdticas (PAN et a., 1993), o que
comprometeria 0 metabolismo adequado do alimento; acrescente-se ainda que estes animais

podem ter dificuldades em buscar o alimento.

No presente trabalho verificou-se perda de peso significante de ratas expostas a maior
dose de MCT. Como ja comentado anteriormente, buscou-se saber se esta perda de peso
ocorreu por acdo direta ou indireta da MCT. Os resultados indicam que ambos tratamentos,
tanto a restricdo alimentar quanto a MCT promoveram reducgdo tardia do peso das proles,
evidentemente em razdo dos tratamentos, mas ndo comprometeram o desenvolvimento intra-

uterino dos filhotes quando se toma o parametro peso corporal da prole ao nascimento.

Releve-se entdo a importancia de avaliagoes tardias nos estudos de desenvolvimento
perinatal, pois alguns dados de importancia toxicologica ndo sdo evidentes ao nascimento,

mas sim em periodos mais tardios da vida do animal.

A medida que o peso corporeo tardio dos filhotes se encontrou reduzido em ambos os
tratamentos, ndo se pode atribui-lo apenas a um efeito toxico da MCT sobre a prole. Esse
efeito foi mais evidente em maes restritas de comida, porém em ambos os casos o efeito da
diminuicdo do peso foi tardio. Novamente pode-se supor que durante o periodo de lactacdo
(PND1 a PND21) ndo houve prejuizo no aporte de nutrientes para os filhotes das maes
restritas e das tratadas com aMCT sendo possivel que a qualidade do |leite materno tenha sido
preservada.
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Os resultados ndo indicam ateracbes no desenvolvimento fisico da prole,
evidenciando que ndo ha efeitos toxicos para esses parametros nas doses de MCT
empregadas. Porem, quando se analisou os resultados dos reflexos dos filhotes cujas maes
receberam MCT na gestagdo, encontrou-se retardo nos reflexos de geotaxia negativa, mas
esse dano também é encontrado nos filhotes de mées restritas de racdo, e nas mesmas 0s
danos dos filhotes sGo muito mais evidentes. Com base nos resultados das mées pair-feeding
(que receberam a mesma quantidade de comida das maes 7,0 mg/kg), e essas ndo
apresentaram diminuicdo de peso ao final da gestagdo em relagdo as mées controles, podemos
aferir a toxicidade a MCT, ou sgja, 0 retardo mesmo que pontual no reflexo de geotaxia
negativa pode estar envolvido com danos ao sistema proprioceptor causado pela MCT. Os
demais parametros reflexol6gicos que apresentaram alteracfes foram apenas nos filhotes de

méaes RA por isso ndo podemos aferir toxicidade aMCT nestes parametros.

Finalizando, a importancia dos presentes achados ndo se prende a RA e tampouco a
toxicidade da MCT, mas sim da interacdo dos dois aspectos. Nota-se que a RA representou
papel de pouca importancia na toxicidade da MCT, mostrando ndo haver correlacdo intima
entre a perda de peso materno e desenvolvimento dos filhotes expostos a toxina e a RA. A
inclusdo do grupo pair-feeding parece ser importante quando dos estudos de toxicidade do
desenvolvimento, pois representam um controle dos aspectos nutricionais envolvidos no teste.
Mais ainda, sugere-se que nos protocolos de avaliacdo da toxicidade do desenvolvimento
sejam incluidos estudos da interacéo mae-filhote (por exemplo, avaliagdo do comportamento

materno) e do desenvolvimento tardio da prole exposta.
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6 CONCLUSOES

a) A RA (85, 60, 45 e 30% do consumo médio de ragdo) durante a gestacdo de ratas:

0 grupo RA 85% comportou-se de maneira semelhante ao grupo controle em todos os
ensaios realizados;

promoveu canibalismo materno que foi dependente da intensidade da RA da mée,
sendo que no grupo de maior restricéo (30%) nenhum filhote sobreviveu;

causou reducdo do peso corpéreo da prole dos grupos com RA, sendo que este efeito
foi observado a partir do 14° dia de vida nas proles proveniente de ratas com 45% do
consumo meédio de racéo e aos 35 dias de vida em todos os filhotes oriundos de ratas
comRA;

na avaliacéo do desenvolvimento fisico da prole ndo foram observadas alteraces entre
0S grupos, exceto no peso corpéreo da prole;

na avaliagdo neurocomportamental foi observado apenas reducéo da atividade geral da
prole com 15 a 20 dias de idade, sendo este efeito dependente daintensidade da RA

b) A MCT (10, 30 e 100 mg/kg) administrada em dose Unica em ratos, ratas e fémeas prenhes:

promoveu alteracdes nos escores de avaliagéo clinica dose-dependente;
fémeas prenhes sd0 mais sensiveis ao efeito toxico de MCT que as fémeas virgens e

machos.

c) A exposicdo aMCT (1, 0; 3,5 e 7,0 mg/kg) durante a gestacéo:

promoveu reducdo do nimero de filhotes nascidos das méaes gque receberam 3,5 e 7,0
mg/kg, em relacdo as mées controles e pair-feeding;

causou reducdo do peso corpéreo da prole do grupo gue recebeu 1,0 e 7,0 mg/kg, a
partir do 35° diade vida;

na avaliagdo do desenvolvimento fisico da prole néo foram observadas alteracOes entre
0S grupos, exceto no peso corpéreo da prole;

na avaliacdo neurocomportamental foi observado apenas aumento do tempo de
imobilidade, medido em campo aberto da prole de mées que receberam 3,5 e 7,0
mg/kg de MCT.
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Sugere-se também que nos protocol os de avaliacao da toxicidade do desenvolvimento
sejam incluidos estudos da interacdo mae-filhote (por exemplo, comportamento materno) e do

desenvolvimento tardio da prole exposta.
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