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RESUMO

GOTARDO, A. T. Avaliagao da toxicidade da Ipomoea carnea em caprinos
durante o periodo perinatal: estudos de neuroteratologia. [Evaluation of the toxicity
of Ipomoea carnea in goats during postnatal period. Neuroteratological studies].
2009. 122 f. Dissertacao (Mestre em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2009.

A Ipomea carnea € uma planta toxica encontrada por todo Brasil e em outros paises
tropicais. Esta se conserva verde durante a seca, podendo servir como fonte de
matéria verde para bovinos, ovinos e, particularmente, caprinos. Os animais
intoxicados por esta planta desenvolvem sintomatologia de origem nervosa, imputada
ao principal principio ativo desta planta, a suainsonina. A suainsonina € um alcaléide
indolizidinico, potente inibidor da a-manosidase lisossomal, sendo que a inibigao
desta enzima produz o acumulo lisossémico de oligossacarideos ndo processados
completamente, perda de fungédo celular e morte celular. Além desta alteracéo, a
suainsonina também inibe a manosidase |l do complexo de Golgi, levando a
alteragdes na sintese, no processamento e no transporte de glicoproteinas. Os
principais achados histologicos nesta intoxicagdo s&do células com vacuolos
lisossomais no sistema nervoso central, tiredide, figado, pancreas e rins. Pesquisas
anteriores mostraram que a ingestdo de [. carnea por cabras gestantes produz
malformacgdes. O presente estudo propds-se a estudar os efeitos teratogénicos da /.
carnea em caprinos. Para tanto, acrescentou-se ao protocolo de avaliacdo de
teratogenicidade em caprinos, desenvolvido neste Ilaboratério, a avaliagdo
neurocomportamental dos neonatos. Assim, foram utilizadas 27 cabras gestantes,
divididas em 4 grupos: 3 experimentais e 1 controle. As cabras dos grupos
experimentais a partir do 35° dia de gestacgéo até o final da prenhez receberam 1, 3 e
5g/kg/dia de I. carnea. Realizou-se o exame clinico peridédico nas fémeas gestantes,
coletando-se sangue para o estudo bioquimico. Procedeu-se também exames fetais
ultrassonograficos. As fémeas foram assistidas no momento do parto, realizando-se,
pelas duas horas subsequentes, anotagdes de alguns comportamentos apresentados
pela mae e neonato. Além disto, nos dias posteriores os filhotes passaram por uma
série de avaliagdes neurocomportamentais até a 6% semana de vida. Os resultados

obtidos mostram que nenhuma das fémeas que ingeriram a planta apresentaram



sintomatologia nervosa. Foi observado abortamento nas fémeas dos grupos que
receberam 3g/kg/dia e 5g/kg/dia de I. carnea. Também foram observadas duas
mortes fetais naquelas gestantes do grupo que recebeu a maior dose da planta. Com
relacdo a bioquimica sanglinea foram verificadas alteracbes na atividade das
enzimas AST e FA nas fémeas que ingeriram a /. carnea durante a gestagdo. As
maes dos grupos que receberam a planta apresentaram significantemente menor
atencdo aos seus filhotes. Nao foram detectadas alteragcbes nos paréametros
ultrassonograficos, nem malformagdes fisicas nos neonatos, em nenhum dos grupos
avaliados, no entanto, aqueles filhotes de cabras que ingeriram a maior dose
apresentaram reducdo do peso ao nascimento. As avaliagbes comportamentais
mostraram que os filhotes dos grupos experimentais apresentaram dificuldade de
manter-se em estag¢ao imediatamente apds o parto, bem como de realizar a primeira
mamada e de distinguir sua mae. Além disso, estes filhotes apresentavam maior
laténcia de tempo para chegar as suas maes, nos diferentes testes de labirinto
realizados. Este estudo reforga pesquisas anteriores, apontando o efeito teratogénico
promovido pela [ carnea e recomenda a inclusdo das avaliagdes de
neuroteratogenicidade no protocolo de avaliagdo de teratologia proposta para

ruminantes.

Palavras-chave: Ipomoea carnea. Toxicologia da reprodugdo. Neuroteratologia.
Avaliacdo comportamental. Caprino.



ABSTRACT

GOTARDO, A. T. Evaluation of the toxicity of Ipomoea carnea in goats during
postnatal period. Neuroteratological studies. [Avaliacdo da toxicidade da Ipomoea
carnea em caprinos durante o periodo perinatal: estudos de neuroteratologia]. 2009.
122 f. Dissertagdo (Mestre em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2009.

Ipomoea carnea, a shrub plant, is a toxic plant largely distributed throughout Brazil
and others topical countries. This plant possess swainsonine, an indolizidinic alkaloid
as the most important active toxic principle, which promotes cellular accumulation of
not metabolized oligossacarides, due to inhibition of acid or lisossomal a-manosidasis
enzyme, causing cellular vacuolization. This alkaloid also inhibits manosidase Il of the
golgi complex, modifying the glycoprotein synthesis, processing and carrier. It is well
known that the ingestion of the plant promotes toxic effects in the central nervous
system, liver, kidney, thyroid and pancreas, particularly in goats the most susceptible
species. Previous researches conducted in this laboratory had proposed a protocol to
evaluate teratogenic effects of xenobiotics in ruminants, using goats as animal model.
In relation to /. carnea, an earlier study using this protocol revealed the teratologic
effect. The aim of this research is to add to this protocol the evaluation of the
neonate’s behavior. Twenty seven female goats were divided into 4 groups: 3
experimental and 1 control. The experimental goats received from gestation day 35 to
parturition day the following doses of . carnea fresh leaves: 1, 3 and 5 g/kg/day.
During the pregnancy females were clinically accompanied, evaluating behavior and
general body status, and serum biochemistry were performed. Fetuses were
evaluated during pregnancy using ultrasonographic measurements. The parturition of
all dams was assisted and mother-offspring behaviour was examined during the two
consecutive hours post partum. Kid’s development was examined using various
neurobehavioral tests up to 6 weeks of age. The data obtained showed abortion (n=1)
in the females treated with 3 and 5g/kg/day I. carnea. Fetal dead (n=2) were observed
in the females that eating highest dose of /. carnea. None of the treated dam
presented neurologic effects during all gestational period. Aspartate-amine

transferase and alkaline phosphatase were increased in experimental females.



Offspring body weights were affected by exposure to I. carnea. Behavioral study
revealed that treated dams were less likely to stand for nursing. Kids from I. carnea-
treated females were unable to stand, nurse and recognize their mothers. These kids
were also slower than controls to arrive at the mother in the maze tests. The present
study complements previous research, confirming that /. carnea promotes
reproductive alteration effects. In addition, the neurobehavioral tests employed here
showed to be an important tool to monitorize the toxic effects promoted by toxicants
during postnatal period. This research also suggests the inclusion of neurobehavioral

evaluations in the ruminant’s teratology protocols.

Key words: Ipomoea carnea. Reproductive toxicology. Neuroteratology. Behavioral

evaluation. Goat.
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1 INTRODUGAO

1.1 SOBRE A Ipomoea carnea

A Ipomea carnea Jacq. spp. fistulosa (Choisy) D.F. Austin (Convolvulaceae) é
uma planta perene, arbustiva, leitosa, com caules ocos e glabros, pouco ramificada,
porte ereto, medindo de 1 a 3 m de altura (Figura 1). Suas folhas sédo alternadas,
glabas, longo-pecioladas, medindo de 10 a 30 cm de comprimento por 5-15 cm de
largura. Suas inflorescéncias s&o axilares, em cimeiras, com muitas flores de 5-8 cm
de comprimento, sustentadas por longo pedunculo. Possui sementes ovdides-
cuneiformes, com 8-10 mm de comprimento, superficie pouco aspera, escura,
intensamente recoberta por pélos ferrugineos. E de facil multiplicacdo, podendo ser
cultivada através do plantio da semente ou com o emprego da técnica de
estaqueamento, na qual o caule da planta é enterrado (HOEHNE, 1939; LORENZI,
1991).

A I. carnea pode ser encontrada por todo o Brasil e em outros paises tropicais
(AUSTIN; HUAMAN, 1996). No nosso pais, esta planta € encontrada de forma
particular na regido nordeste, principalmente no vale do Sdo Francisco e no sul do
Piaui, onde é uma das poucas plantas que se conserva verde durante o periodo da
seca. Esta planta pode receber diferentes nomes populares dependendo da regido
onde se encontra; assim, no Para é conhecida como “algodao-bravo”, no Ceara
como “canudo-de-lagoa”, no Mato Grosso do Sul como “algodao-do-pantanal” ou
“algodao-do-brejo”, na Paraiba como “capa-bode” e, na regido Amazobnica,

“‘manjorana”. Pode ter ainda outras denominag¢des como “mata-pinto”, “salsa-branca”
e “campainha-de-canudo” (TOKARNIA et al.,1960; TOKARNIA et al., 2000).
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Figura 1 - Ipomea carnea

Esta planta possui uma caracteristica muito importante do ponto de vista
toxicolégico, que é a de se manter verde durante todo o ano, sendo resistente a
longos periodos de seca (HOEHNE, 1939). Portanto, devido a esta particularidade, a
I. carnea passa a ser fonte de matéria verde aos animais de produgao,
principalmente na época da seca, periodo em que ha escassez de pastagens
(TOKARNIA et al., 2000).
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A intoxicacdo natural ocorre quando diferentes espécies animais, como
bovinos, ovinos e, particularmente, caprinos, ingerem a planta de forma crbnica
(TOKARNIA et al., 2000). Os sinais e sintomas apresentados por animais
intoxicados com a planta s&o caracterizados, de maneira geral, por perda de peso,
apatia e alteragdes nervosas de origem cerebelar, como paresia dos membros
posteriores, tremores de cabecga, dismetria, decubito esternal e, eventualmente,
pode levar a morte por inanigdo (TARTOUR et al., 1974; DAMIR et al., 1987;
TOKARNIA et al.,, 2000; SCHUMAHER-HENRIQUE, 2002). Em particular, os
caprinos intoxicados pela planta manifestam alteracbes nervosas bastante
acentuadas (BRANDAO et al., 1989; DE BALOGH et al., 1999; SCHUMAHER-
HENRIQUE et al., 2003).

Histopatologicamente, diversos estudos mostram que as principais alteragdes
produzidas pela I. carnea, na espécie caprina, ocorrem ao nivel do sistema nervoso
central (SNC), onde sao verificadas vacuolizagado de neurdnios e das células da glia
em associacdo com esferdide axonal e, ainda, a perda das células de Purkinje
(TOKARNIA et al., 1960; DAMIR et al., 1987; TIRKEY et al., 1987; SRILATHA et al.,
1997; DE BALOGH et al., 1999). Esta degeneragédo vacuolar pode ser vista em
outros 6rgaos como tiredide, figado, pancreas e rins (VAN KAMPEN; JAMES, 1970;
SCHUMAHER-HENRIQUE, 2005).

Os principios ativos toxicos da /. carnea foram identificados por De Balogh et
al. (1999), sendo o principal a suainsonina, um alcaldide indolizidinico, também
encontrado em outras plantas do género Astragalus, Oxytropis e Swainsona, as
quais vém causando grandes perdas na criagcdo animal nos Estados Unidos
(JAMES; NIELSON, 1988). A suainsonina € um potente inibidor da a-manosidase
lisossomal (TULSIANI; TOUSTER, 1983), sendo que a diminui¢ao da atividade desta
enzima produz o acumulo lisossbmico de oligossacarideos (manose) né&o
processados completamente, perda de fungédo celular e no ultimo estagio, morte
celular (ELBEIN, 1989). Além desta alteragdo, a suainsonina também inibe a
manosidase || do Complexo de Golgi, levando a alteragdes na sintese, no
processamento e no transporte de glicoproteinas, resultando em disfungdo na
adesdo celular as moléculas, hormébnios e varios receptores de membrana
(STEGELMEIER et al., 1995). Os efeitos toxicos da suainsonina, além de alteracdes

no SNC, também podem comprometer fungdes enddécrinas (STEGELMEIR et al.,
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1994; TAYLOR; STRICKAND, 1998), reprodutivas (PANTER et al., 1989), imunes
(KARASUNO et al., 1992), embriogénicas (NELSON et al., 1980), fungao
gastrointestinal (PAN et al., 1993) e comprometimento renal (HUXTABLE;
DORLING, 1983).

Além da suainsonina, foi identificada a presencga dos alcaléides nortropanicos:
a calistegina B2 e a calistegina C1, nas folhas da /. carnea. Estas sdo responsaveis
pela inibicdo da B-glicosidase (ASANO et al., 1995). Sugere-se que a presenga
destes alcaldides pode produzir a exacerbacdo do efeito toxico da suainsonina.
Posteriormente, Haraguchi et al. (2003) isolaram, ainda nesta planta, as calisteginas
B1, B2 e B3; no entanto, pouco se sabe sobre os possiveis efeitos bioldgicos destes

alcaloides nortropanicos.

1.2 SOBRE A TERATOGENICIDADE E PROTOCOLOS PARA SUA AVALIACAO

O interesse pelas malformagdes congénitas ou “teras”, data da antiglidade da
civilizacdo. Naquele tempo, a explicagcado para tal fato seria que estas alteracdes
morfolégicas verificadas no neonato estariam relacionadas a um evento mitologico
ou, principalmente, a punigdo dos pecados (GILDEN; BODEWITZ, 1991). No
entanto, as malformagdes nunca despertaram interesse pela comunidade cientifica
até o comecgo do século passado, quando os cientistas se atinham, praticamente, a
incidéncia de malformacdes em condicdes de laboratério e, s6 esporadicamente,
estas alteragdes eram associadas as situagdes cotidianas (por exemplo, com a
exposicao ao virus da rubéola e a radiacéo). Foi o desastre com a talidomida, na
década de 1960, que alterou o curso destas pesquisas e, desde entdo, sdo muitos
os laboratorios e pesquisadores mobilizados na investigagdo da acédo de

xenobidticos e a teratogénese.

Atualmente, a teratologia esta bem desenvolvida, sendo este estudo também
denominado de toxicologia do desenvolvimento, que € parte da toxicologia
reprodutiva e é, ainda, subdividida em toxicologia pré e pos-natal (PETERS, 1998).

A toxicologia do desenvolvimento abrange o estudo da cinética, mecanismo de agéo
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toxico, patogénese e as consequUéncias da exposicdo a agentes toxicos ou
condigdes que levam ao desenvolvimento anormal do animal (ROGERS; KAVLOCK,
2001).

Antigamente, os protocolos utilizados para avaliacdo do potencial teratogénico
de xenobidticos, entre elas as toxinas de plantas, buscavam alteragdes Osseas e
viscerais, de uma forma geral, alteragdes fisicas mais grosseiras como, por exemplo,
a ciclopia, uma malformacao fetal em que o individuo apresenta apenas um olho. No
entanto, atualmente esta bem estabelecido que as alteragdes no concepto podem
ser tanto estruturais como funcionais e estas podem ser iniciadas em qualquer
periodo, entre a fertilizagdo e a maturagao pés-natal (WILSON, 1977). Desta forma,
para que se possa melhor avaliar o potencial teratogénico dos diferentes
xenobidticos, os protocolos para estudos de toxicologia do desenvolvimento,
estabelecidos por agéncias internacionais, vém sendo revistos, procurando-se, desta
forma, detectar alteracbes mais sutis, que na maioria das vezes passam
despercebidas quando se utilizam apenas as avaliagbes 6sseas e viscerais fetais.
Assim, tem-se objetivado detectar, por exemplo, os efeitos toxicos no sistema imune
(HUEZA, 2006) ou ao nivel do SNC (SCHUMAHER-HENRIQUE, 2005) do filhote, os
quais nao sao percebidos no momento do nascimento, mas que se presentes
poderao ser responsaveis por grandes perdas econémicas na criagao animal, uma
vez que, certamente, irdo comprometer o desempenho do animal e,

consequentemente, a sua performance zootécnica.

Outro ponto que tem sido objeto de preocupagdo das agéncias de
regulamentagdo de avaliacdo de risco em relacdo aos diferentes agentes
teratogénicos, refere-se aos possiveis equivocos cometidos ao se extrapolar
resultados obtidos com animais de laboratério para seres humanos. Assim, essa
extrapolagdo permanece incerta, principalmente devido as diferengas encontradas
entre espécies (NAU, 1986). Esse fato pode ser observado quando nos referimos a
talidomida, que € um agente, teratogénico para o ser humano, porém nao oferece
risco algum para ratos. E sabido também, que entre espécies de laboratério sio
encontradas diferentes respostas frente a uma mesma substancia. Por exemplo, a
cortisona provoca fenda palatina em camundongos e coelhos, mas nenhuma

malformagdo em ratos (KALTER, 1965). Neste sentido, para Scharadein et al.
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(1985), a resposta a um dado agente quimico para um particular modelo animal é

quase tao variavel quanto o numero de substancias testadas.

Baseado nisso, e com extrema relevancia, € possivel assumir que a
extrapolagdo dos dados obtidos em espécies monogastricas, como ratos, para as
poligastricas (ruminantes) deveria ser realizada com muito cuidado, uma vez que o
rimen tem um importante papel na farmacocinética e metabolismo de agentes
quimicos. De fato, pode-se exemplificar esta discrepancia de efeitos entre espécies
com o anti-helmintico albendazole, que causa embriotoxicidade somente em
ruminantes, pois o composto teratégeno € o seu metabdlito, um derivado sulféxido, o
qual é gerado exclusivamente por poligastricos (DELATOUR et al., 1981). Outro
exemplo é a suainsonina, um dos principios ativos da /. carnea, que causa alteragao
de origem nervosa em ruminantes (SCHUMAHER-HENRIQUE, 2005) e ndo em
ratos (HUEZA et al., 2003).

Uma explicacdo para essas diversas respostas esta nas diferencas
embrioldgicas de cada espécie e nas variagdes cinéticas e dinamicas dos diferentes
agentes teratogénicos (BROWN; FABRO, 1983).

Considerando-se tais caracteristicas, este laboratério, o Centro de Pesquisa
em Toxicologia Veterinaria — CEPTOX, vem procurando desenvolver e propor um
novo modelo para a avaliagdo da toxicidade do desenvolvimento em ruminantes,
utilizando-se a espécie caprina para tal, uma vez que nenhum trabalho anterior foi
encontrado na literatura, utilizando qualquer espécie ruminante como modelo animal,
seguindo os protocolos gerais para estudos de toxicologia do desenvolvimento,
estabelecidos por agéncias internacionais, tais como a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA) e a européia
Organizagdo para Cooperagdo Econbmica e Desenvolvimento (OECD). Este
protocolo basico seria Ut para o estudo dos potenciais efeitos
teratogénicos/embriofetotdxicos de muitas substancias quimicas, tais como, toxinas
de plantas, micotoxinas, medicamentos e aditivos de alimentos, entre outros, aos
quais os ruminantes domésticos possam ser frequentemente expostos.

Neste sentido, o primeiro estudo foi realizado por Soto-Blanco e Gorniak
(2004), o qual propés um modelo experimental para estudos toxicoldgicos avaliando-

se o0s possiveis efeitos teratogénicos do cianeto, em caprinos. Assim, naquela
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pesquisa pioneira, determinou-se que, da mesma maneira que o0s protocolos de
toxicologia reprodutiva empregados pelas principais agéncias internacionais que
normatizam, seriam utilizadas trés doses distintas; ainda, propds-se o periodo para
administracdo da substéncia a ser testada e as diferentes avaliagbes maternas
(hemograma, bioquimica e histopatologia) e fetais (avaliagbes de anomalias ou
malformacdes e histopatologia) a serem realizadas. A seguir, um estudo conduzido
por Schumaher-Henrique (2005), avaliando o efeito da administracdo da /. carnea
durante a gestacado, acrescentou a este protocolo as avaliagdes ultrassonograficas
durante diferentes periodos fetais. Ainda, recentemente, concluiu-se a pesquisa,
conduzida por Barbosa-Ferreira (2008), na qual objetivou-se estudar os possiveis
efeitos teratogénicos da planta Senna occidentalis em caprinos, utilizando este
protocolo de avaliagdo de toxicologia do desenvolvimento, somando-se a este o
acompanhamento pds-natal dos filhotes, realizando-se a morfometria corporal desde
o0 nascimento até o 4° més de vida. Neste estudo, iniciou-se também a avaliagcéao
neurocomportamental destes animais.

Portanto, a presente Dissertacdo visa melhor caracterizar estas alteragdes
neurocomportamentais e propor um protocolo efetivo para o estudo das mesmas em

ruminantes.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos toxicos produzidos pela /. carnea, em diferentes

concentracdes, na cabra e em suas proles, durante o periodo perinatal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar os possiveis efeitos toxicos promovidos pela I. carnea em cabras
expostas durante o periodo gestacional,

e Estudar, por meio de analise ultrassonografica uterina, os possiveis efeitos
fetotoxicos promovidos pela . carnea administrada a cabras no periodo

gestacional;

e Desenvolver um protocolo de neuroteratologia em caprinos e avaliar possiveis
alteragdes comportamentais em filhotes cujas maes tenham ingerido a |.

carnea durante o periodo gestacional.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas cabras nuliparas da raca Pardo Alpina, com idade
aproximada de 12 meses e ao redor de 30 Kg de peso corporal no inicio do
experimento. Foi utilizado apenas um unico reprodutor, também de mesma raca

com, aproximadamente, trés anos e peso ao redor de 55 Kg.

As fémeas foram alojadas em baias coletivas, enquanto que o macho foi
mantido em baia individual, nas instalagdes do Centro de Pesquisa em Toxicologia
Veterinaria (CEPTOX) do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP), Campus

Administrativo de Pirassununga.

Os animais receberam agua ad libitum e, como alimento, cana-de-agucar
(Sacharum officinarum L.), suplementacdo mineral ad libitum, além de ragao
comercial, a qual foi produzida no préprio Campus Administrativo de Pirassununga.

A quantidade diaria de ragdo administrada foi de 1,5% de peso vivo.

3.2 MATERIA VEGETAL

Foi realizado o plantio da I. carnea com a técnica de estaqueamento em cerca
de 1.500 m? de terreno nas instalacdes do Centro de Pesquisa em Toxicologia
Veterinaria (CEPTOX) do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ/USP), Campus

Administrativo de Pirassununga.

Apos estes procedimentos, procedeu-se, por aspersao, a irrigacao desta area,

duas vezes por semana.
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3.3 MATERIAL PARA EXAME CLINICO

e Balanca digital Mart® LC 200;
e Estetoscopio;

e Termobébmetro clinico.

3.4 MATERIAL PARA COLETA E PROCESSAMENTO DO SANGUE

e  Agulha 25x0,80mm (BD®);

e  Centrifuga (Eppendorf® 5810R);
e  Microtubo;

e  Seringa 5ml descartavel (BD®);

. Tubo de ensaio.

3.5 KITS PARA BIOQUIMICA SERICA E EQUIPAMENTO

e Para dosagem enzimdtica de fosfatase alcalina (FA), aspartato

aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase - GGT (Merck®);

e Para dosagem de glicose, colesterol, creatinina, uréia, albumina, proteina total
(Celm®);

e Sistema Bioquimico Automatico (Celm®- SAB-200).
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3.6 MATERIAL PARA A INDUGAO DO ESTRO

Clorprostenol so6dico — analogo sintético da prostaglandina Fao
(PGF0a);Ciosin® (Coopers Brasil Ltda);

Esponja de acetato com 60mg de medroxiprogesterona (MAP-Syntex S.A.);

Preparagao altamente purificada de gonadotrofina coridnica de égua gestante

(PMSG) + gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG) - Norvormon® (Syntex S.A).

3.7 MATERIAL PARA DIAGNOSTICO DE GESTAGCAO E PARA MENSURACAO

FETAL

Aparelho de ultra-som Scanner 100 Vet- Pie Medical (Nutricell®- Nutrientes
Celulares, Campinas, SP, Brasil), com transdutores linear e convexo de 6,0-

8,0MHz e 6.25MHz, respectivamente;
Gel para ultra-som (BioGel®);
Luvas de latex para procedimento (Sempremed®);

Maquina de tosquia (Golden A-5 Clipper - Oster®) provida de lamina tamanho
40.

3.8 MATERIAL PARA AVALIACAO DO COMPORTAMENTO NO PERIODO POS-
NATAL

Camera filmadora (Sony® modelo DCR-HC21);

e Crondmetro (TITAN®);

Madeira tipo compensado.
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3.9 PROCEDIMENTOS

3.9.1 Exames laboratoriais

Todas as cabras foram submetidas a exames laboratoriais para a confirmagéao

da sanidade das mesmas, para tanto se realizou exames sorolégicos 45 dias antes

do inicio do experimento, para determinar a possivel titulagdo para Mycoplasma

spp., Brucella spp., Toxoplasma spp. e Leptospira spp., certificando-se que todos

estes animais estavam livres destes agentes infecciosos.

As amostras de sangue foram colhidas dos animais e enviadas para os

seqguintes laboratérios:

Instituto Biologico de S&o Paulo, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sanidade Animal, Laboratério de Doengas Bacterianas da Reproducgao, para

diagndstico de Brucella spp.;

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - USP, Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Laboratério de Zoonoses

Bacterianas para diagndstico de Leptospira spp.;

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - USP, Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Laboratério de Doencas

Parasitarias, para diagnostico de Toxoplasma spp;

Instituto de Ciéncias Biolégicas — USP, Laboratério de Mycoplasma, para

diagndstico de Mycoplasma spp.

Também foi realizado o exame coproparasitolégico das cabras por meio da

técnica de Mc Master (OPG), para deteccédo de ovos de helmintos. Este exame foi

realizado 45 dias antes do inicio do experimento, no laboratério do CEPTOX.
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3.9.2 Avaliagao clinica e do ganho de peso

As cabras foram, semanalmente, submetidas a avaliagdo clinica no periodo
matutino, sempre entre 8:00 e 9:00h, sendo aferidas a temperatura corporea, as
freqUéncias cardiaca e respiratoria, peso corpéreo e observado os movimentos

ruminais e coloragado das mucosas.

3.9.3 Indugao do estro e acasalamento

Para facilitar o manejo as cabras receberam tratamento hormonal para a
indugao do estro. Para tanto, foi empregado o procedimento proposto por Traldi
(1994), que propde a utilizagdo de uma esponja impregnada com 60mg de acetato
de medroxiprogesterona, a qual é introduzida na vagina da fémea, com auxilio de
um tubo guia que permaneceu no seu interior por 10 dias. Dois dias antes do final
deste tratamento (dia 8), procedeu-se a administracdo intramuscular de 250 Ul (1,0
ml) por animal de eCG e 0,3 ml de PGF»a, para promover o crescimento folicular. No
10° dia procedeu-se a retirada da esponja e, apds cerca de 20 h (24-48 horas), as
cabras manifestaram estro, sendo, assim que detectado, cobertas pelo reprodutor.

As cabras foram fecundadas por meio de monta natural. Todas foram
cobertas pelo mesmo reprodutor, sendo que o macho cobriu até, no maximo, 4

vezes/dia, para que nao houvesse reducao da fertilidade.

As cabras que foram cobertas até as 11 h da manha, considerou-se este dia
como dia 1 da prenhez; aquelas cabras que foram cobertas apds esse horario,
considerou-se este dia como dia 0 da prenhez. Este esquema foi adotado para nao
houvesse um numero excessivo de animais submetidos a avaliacéo

ultrassonografica no mesmo dia.
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3.9.4 Avaliagao ultrassonografica para diagnoéstico de gestagao

A deteccdo de gestagdo foi feita pela avaliagdo ultrassonografica, via
transretal, realizada a cada 24 horas, do 24° ao 27° dia apds a cobertura. Foi
empregado o aparelho de ultra-som Scanner 100 Vet-Pie Medical, adaptando-se um
tubo de policloreto de vinila (PVC) ao transdutor para servir de extensor e apoio,
facilitando, assim, sua manipulagao transretal. A fixacdo ao transdutor foi feita com
fita adesiva elastica, que permitiu a sua fixacdo adequada, evitando traumatismos no
esfincter anal (LIMA, 2000).

Para a realizagédo da avaliagao ultrassonografica, por via transretal, a cabra foi
contida em estagdo. Em seguida, foi aplicado gel para ultra-som no esfincter anal da
cabra para lubrificar e facilitar o subsequente esvaziamento do conteudo fecal da
parte final do reto. A seguir, o gel foi colocado sobre o transdutor, que foi introduzido
no reto, até que se pudessem visualizar os cornos uterinos. Nesse momento, o
transdutor foi girado em um angulo de 90 graus no sentido horario e 180 graus no
sentido anti-horario até que todo trato reprodutivo da fémea pudesse ser explorado
(SCHRICK et al., 1993).

A confirmag&o da gestagéo foi evidenciada pela presenga de liquido no utero,
caracterizada pela visualizagdo de areas anecogénicas proximas a bexiga urinaria e
pela presenca da vesicula embrionaria, caracterizada pelo acumulo de fluido
embrionario anecogénico de forma arredondada ou alongada bem delimitada e, pela
deteccdo do embrido no interior da vesicula embrionaria, que foi caracterizado pelo
surgimento de um ponto ecogénico proximo a parede uterina (LIMA, 2000) (Figura
2).
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Pacienten 120:
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Figura 2 - Sonograma para confirmagao de
gestacdo no 27° dia pos cobertura.
Vesicula embrionaria (contorno
vermelho); embrido (seta amarela);
bexiga urinaria (contorno amarelo)

3.9.5 Coleta de Sangue para dosagem de enzimas e componentes sangiiineos

O sangue dos caprinos foi coletado por puncédo da veia jugular no 27°, 60°,
90°, 120° e 145° dia de gestagao, sempre no periodo matutino, entre 8:00 e 9:00h. A

coleta foi realizada com seringas sem anticoagulante para obtengéo do soro.

Este material foi usado para realizagdo da dosagem dos niveis séricos de
glicose, albumina, proteina, colesterol, uréia e creatinina, além da atividade das
enzimas GGT, AST, e FA, empregando-se “kits” comerciais especificos e analisador

automatico de bioquimica.
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3.9.6 Administracao de /. carnea

Foram administradas folhas recém colhidas e trituradas da /. carnea as cabras
do grupo experimental nas concentragdes de 1, 3 e 5g/Kg/dia a partir da 5% semana
de gestacao. A folha foi administrada de manha e, posteriormente, foi observado se
houve a ingestdo da /. carnea na quantidade desejada. Para administrar e observar
a quantidade desejada da planta, as cabras foram mantidas presas, individualmente,
em seu respectivo cocho até o momento que fosse ingerido as diferentes

quantidades de planta determinadas para cada animal.

3.9.7 Avaliagao ultrassonografica para mensuracgao fetal

Os exames ultrassonograficos para mensuragao fetal foram realizados na 52
semana de prenhez, pela via transretal, e nas 72 e 92 semanas de gestacgao, pela via
abdominal.

No momento do exame pela via transretal, o animal foi contido, aplicando-se,
a seguir, sobre o esfincter anal da cabra, um gel, objetivando-se lubrificar a regido e
facilitar o subsequente esvaziamento da parte final do reto. Posteriormente, o gel foi
colocado sobre o transdutor, o qual foi introduzido no reto até a visualizacdo de um
dos cornos uterinos. Nesse momento, o transdutor foi girado em um angulo de 90
graus, no sentido horario e 180 graus no sentido oposto, até que todo trato
reprodutivo pudesse ser explorado (SCHRICK et al., 1993).

Para a realizagdo do exame ultrassonografico abdominal, os animais foram
submetidos ao jejum hidrico e alimentar de 12 horas. A regido a ser explorada foi
depilada, empregando-se uma maquina de tosquia. Os animais foram contidos em
estagao e a seguir, aplicou-se o gel, tanto sobre o transdutor, como sobre a regiao
depilada e procedeu-se a sua manipulacéo.

Foram feitas as seguintes mensuragdes fetais: movimentos fetais, frequéncia
cardiaca, comprimento cranio-caudal (CCC), diametro biparietal (DBP), didametro do
térax (DT) e didmetro do abdome (DA).
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O movimento fetal foi avaliado pelas contragbes do feto presente no interior
da vesicula embrionaria, sendo este caracterizado pela presenca de uma estrutura
ecogénica préoximo a parede uterina (NICOLA et al., 1984)

A frequéncia cardiaca foi determinada pela contracdo de um pequeno ponto
ecogénico na regiao toracica do feto.

Os demais parametros (CCC, DBP, DT e DA) foram tomados com a imagem
congelada, através do tracado de uma linha reta entre dois pontos definidos,
utilizando-se o caliper eletrbnico contido no aparelho de ultrassom. Os valores foram
expressos em centimetros e anotados em uma ficha prépria.

O CCC (Figura 3) foi determinado pelo tamanho da linha tragada entre a parte
anterior do cranio (osso occipital) até a base da cauda (primeira vértebra coccigea)
(KAHN, 1994).

O DBP (Figura 4) foi determinado pela maior distadncia entre os 0ssos
biparietais, que se apresentaram hiperecogénicos, contrastando internamente com o
cortex cerebral que se apresentava de forma hipoecogénica (KAHN, 1994).

O DT (Figura 5) foi determinado pela distancia entre os bordos ecogénicos de
duas costelas em corte horizontal na altura do coragdo (CHAVEZ MORENO et al.,
1996).

O DA (Figura 6) foi determinado pela maior distancia entre os bordos do
tronco, obtidos em corte horizontais ou transversais na altura entre a ultima costela e
o cordao umbilical (CHAVEZ MORENO et al., 1996).

No caso de gestacdo gemelar, foi considerada a média dos dois
embrides/fetos, uma vez que, o numero de fetos ndo influencia nas suas medidas
nos 2/3 iniciais de gestagcdo (GONZALES DE BULNES et al., 1998).
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Figura 3 - Sonograma no 49° dia de
gestacao mostrando o CCC
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Figura 4 - Sonograma no 49° dia de
gestagdo mostrando o DBP
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Figura 5 - Sonograma no 63° dia de
gestacdo mostrando o DT

Figura 6 - Sonograma no 63° dia de
gestacdo mostrando o DA
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3.9.8 Avaliagao de anomalias e/ou malformagoes

Apds a identificagdo do sexo e pesagem dos filhotes, foram realizados
exames minuciosos para constatar a conformacao e posicionamento de olhos, boca,
cranio, mandibula, membros anteriores e posteriores, cauda e pele, além da
presenca de perfuracdo anal, para pesquisa de possiveis malformacdes e/ou

anomalias externas.

3.9.9 Avaliagcao comportamental

3.9.9.1 Avaliagao das duas primeiras horas apds 0 nascimento

As fémeas, juntamente com suas respectivas proles, foram colocadas, logo
apos o parto, em uma area cercada de 4 x 3 m (metros), com marcagdes no chao a
cada metro. Durante duas horas a mée e seu(s) filhote(s) foram filmados, para
posterior analise do comportamento materno e neonatal, com base nas variaveis
descritas no quadro 1 (PFISTER et al., 2006a).

As duas horas subsequentes ao parto, filmadas, foram divididas em quatro
periodos de tempo, a saber: 0-15 min, 15-30 min, 30-60 min e 60-120 min para

propiciar uma analise mais refinada dos resultados.
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COMPORTAMENTOS MATERNOS
Cheirar e lamber o filhote

Cuidados Maternos
Atencao ao filhote

COMPORTAMENTOS DO FILHOTE
Levantar a cabeca

Movimentos de pedalar

Deitado Tentativas de ficar em pé

Ficar ou ndo em estacao

Aproximando-se da méae
Andando

Afastando-se da mae

Reflexos de mamada, na parte da frente da mae
Ao mamar Reflexos de mamada atras da mae

Mamando
Quadro 1 - Comportamentos observados nas imagens gravadas até duas
horas apods o parto

3.9.9.2 Teste de discriminagao materna

Este teste foi realizado em duas sessdes, a primeira 12h e a outra 36h apds o
parto. Na incapacidade do filhote realizar o teste com 12h de vida, postergou-se para

24h, sendo, neste caso, repetido 48h pods-parto.

O teste objetivou avaliar a capacidade do filhote de atender ao chamado

materno, distingui-la de uma segunda cabra e de dirigir-se até ela.

O teste foi realizado conforme proposto por Pfister et al. (2006b): mae, filhote
€ uma segunda cabra, que havia parido em um periodo maximo de cinco dias, foram
colocados em uma area cercada. Colocava-se o filhote atras de um anteparo em
forma de “U” com uma janela, que permitia a visualizagdo tanto da sua mée como de
uma segunda cabra, as quais foram colocadas, lado a lado, a uma distancia de 2,5m

a frente do filhote e impossibilitadas de andar em sua direcdo (Figura 7). Desta
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forma para chegar até a sua mae, seria necessario que o filhote saisse do anteparo
em “U”, passasse por um obstaculo colocado a 1,25m de distancia das cabras (o
obstaculo também possuia uma janela que permitia o filhote observar as duas
cabras) para finalmente ter acesso as fémeas. Este procedimento foi realizado com
duas repeticdes para cada horario (12h e 36h ou 24h e 48h), sendo que para evitar

vicios, as cabras foram trocadas de lado a cada repetigao do teste.
Foram anotados os seguintes parametros:
e Tempo de partida do anteparo;

e Tempo de chegada a mae:

e Escolha correta (méae) ou escolha incorreta (outra cabra).
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1,25m

2,5m

Figura 7 - Teste de discriminacdo. Desenho
esquematico da area de teste,
mostrando a posicédo de partida do
filhote e a posicdo de chegada,
onde estdo a mée e uma segunda
cabra

3.9.9.3 Labirinto progressivo

Nesta prova o filhote foi colocado em uma area fechada do lado oposto ao da
sua mae, sendo que para chegar a ela seria necessario que o animal passasse por
um numero variavel de obstaculos de acordo com sua idade. Assim, esta prova foi
dividida em trés etapas: a primeira com filhotes com dois dias de vida e dois
obstaculos; a segunda com quatro dias de vida e trés obstaculos e, finalmente a
terceira, com seis dias de vida e um quatro obstaculos (Figura 8) (PFISTER et al.,
2006b).

Cada etapa foi repetida trés vezes seguidas, sendo anotadas as seguintes
variaveis:

e Tempo de partida (saida de tras do primeiro obstaculo);

e Tempo de chegada até a mae.
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29 dia

62 dia

Figura 8 - Labirinto progressivo. Desenho
esquematico da area de teste,
mostrando a posicdo da mée, a
posicdo do filhote e os
obstaculos acrescentados nos
diferentes dias de teste

3.9.9.4 Testes com labirintos de “Hebb-Williams”

Para a realizacdo desta prova foram utilizados quatro labirintos de campo
fechado de “Hebb-Williams” — “Hebb-Wiliams A, B, C e D’ (HEBB; WILLIAMS,
1946), com graus de dificuldade progressiva (Figura 9).

A avaliagdo nos quatro labirintos foi realizada na 22, 42 e 6% semana de vida
dos filhotes. Os animais foram separados de suas maes 2h antes do seu inicio.
Foram realizadas trés repeticdes consecutivas de cada labirinto nas semanas acima

citadas, sendo dado um tempo maximo de 5min para a realizagdo do percurso em
cada repetigéo.
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Foram anotados os seguintes parametros:

e Tempo de inicio (tempo que o filhote demora a comecgar a se movimentar pelo

labirinto);
e Tempo de chegada até méae;

¢ Numero de vezes que o filhote foi em locais errados que nao o levariam a sua

mae (Figura 9).

Este teste avaliou a capacidade de aprendizado dos filhotes, uma vez que os
mesmos deveriam aprender como chegar até suas maes, percorrendo o labirinto.
Esperava-se que o animal aprendesse o trajeto mais curto a cada repeticdo do teste,
de modo que, ao fim do experimento, os filhotes chegassem as suas maes
percorrendo o menor trajeto e cometendo um menor numero de erros

consequentemente com menor tempo.
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Figura 9 - Desenho esquematico dos quatro labirintos de “Hebb-Williams” (“Hebb-

Williams A, B, C e D) utilizados, sendo o labirinto A o mais facil e o D o
mais dificil. As areas acinzentadas representam os locais considerados
errados uma vez que nao levaria o filhote até a sua mae
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3.10 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.10.1 Estudo dos efeitos toxicos produzidos pela I. carnea em cabras durante

o periodo gestacional: avaliagao fisica.

Foram utilizadas 27 cabras nuliparas. Todos os animais, antes de entrarem
em experimentacdo, foram submetidos aos exames sorolégicos e
coproparasitologicos, conforme descrito no item 3.9.1. Apds estes procedimentos, as

fémeas foram induzidas ao estro e acasaladas, conforme descrito o item 3.9.3.

Semanalmente, os animais foram submetidos a avaliagao clinica e de ganho
de peso, conforme apresentado no item 3.9.2. Entre os dias 24 e 27, pds-cobertura,
as fémeas foram submetidas a exames ultra-sonograficos, conforme descrito no item

3.9.4 para confirmacéo de gestacgao.

A partir do 35° dia de gestagéao, as cabras foram pesadas e divididas de forma
a obter quatro grupos homogéneos: um controle e trés experimentais. Os animais
dos grupos experimentais, a partir da 5° semana de gestacao, passaram a receber
concentragdes de 1, 3 e 5g/kg/dia de folhas de I. carnea, conforme descrito no item
3.9.6 enquanto que aqueles animais, pertencentes ao grupo controle, receberam

apenas as forrageiras e a ragao.

Durante o periodo gestacional foi coletado, mensalmente, o sangue dos
animais para obtenc&do do soro, sendo este armazenado em freezer para dosagem

de enzimas e componentes sanguineos (item 3.9.5).

Ainda durante o periodo gestacional, as cabras foram submetidas aos
exames ultrassonograficos na 52, 72 e 92 semana de gestagao, para proceder-se as
mensuracgdes fetais e demais parametros, conforme descrito no item 3.9.7. Logo
apos o parto, os filhotes das cabras foram avaliados para a pesquisa de possiveis

malformacdes e/ou anomalias externas, conforme descrito no item 3.9.8.
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3.10.2 Efeitos da administracao da /. carnea em cabras gestantes: avaliagao
comportamental

Apods o nascimento dos filhotes, tiveram inicio os testes comportamentais,

conforme descrito no item 3.9.9.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados na forma de meédia, seguidos por seu

respectivo erro-padréao.

Para avaliacdo dos dados referentes ao peso, a analise bioquimica, as
mensuragdes ultrassonograficas e as variaveis das 2h apds o nascimento, foi
realizado o teste de Bartlett, com o objetivo de verificar a homocedascidade dos
dados (GAD, WEIL, 1989). Apés comprovar que todos os dados eram parameétricos
foi empregada a analise de variancia ANOVA (SNEDCOR, 1946), para a
comparagao das meédias entre os varios grupos. Para a detecgdo de diferengas
significantes entre os grupos, foi utilizado como teste posterior a ANOVA o teste de
Dunnett (GAD, WEIL, 1989). A probabilidade de p<0,05 foi considerada capaz de
revelar diferengas significantes entre os grupos. Sendo utilizado para tal o software
GraphPad Instat v2.01 (GRAPHPAD, 1993)

Os dados referentes ao teste de discrinimagdo, labirinto progressivo e
labirintos de “Hebb-Willians” foram analisados pelo modelo misto por procedimento
MIXED (PROC MIXED), sendo cada animal determinado como uma unidade fixa, e
os demais fatores como variaveis (WOLFINGER; CHANG, 1996). Primeiramente
avaliaram-se os resultados das repeticoes, feitas no mesmo dia. Apds nao verificar
diferengas significantes entre as médias, dos resultados, das repeti¢cdes realizadas
no mesmo dia, pelo teste de variancia ANOVA, estas foram retiradas do modelo
sendo considerada uma media dos resultados da repeticdo de cada dia. Apds este

procedimento foi aplicado um teste de variancia ANOVA (duas vias) para verificar se
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havia interacao significante (P<0,05) entre tratamento e tempo. A opg¢ao PDIFF foi
utilizada para localizar as interagdes significantes. Para tal foi utilizado o software
SAS (SAS, 2005). Os dados referentes ao numero de erros cometidos pelos animais
nos labirintos “Hebb-Williams” foram analisados da mesma forma, porém levando em

conta o valor total de erro em cada labirinto.



4 Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO DOS EFEITOS TOXICOS PRODUZIDOS PELA /. carnea EM CABRAS
DURANTE O PERIODO GESTACIONAL: AVALIACAO FiSICA

A avaliagdo dos exames soroldgicos realizados nas cabras revelou resultado
negativo em todos os animais do rebanho para Brucella spp., Mycoplasma spp,
Leptospira spp. e Toxoplasma spp.. Ja o exame coproparasitolégico evidenciou alto
numero de ovos de parasitos e, por este motivo, instituiu-se o tratamento com uma
avermectina, a doramectina (em dose unica de 0,01g/50kg). Repetiu-se o exame
coproparasitoldgico 15 dias apds a administragdo do antiparasitario, verificando-se

gue nenhum dos animais apresentou ovos de parasitos (dados nao apresentados).

O exame clinico das cabras mostrou ndo haver nenhuma alteracéo digna de
nota no que se refere a frequéncia cardiaca e respiratoria, temperatura corporea e
coloragdo de mucosas, durante todo o periodo experimental. Também n&o foi
evidenciada nenhuma manifestacdo clinica caracteristica de intoxicacdo pela /.
carnea, tais como: tremores de cabecga, tremores musculares, incoordenagao motora
e andar cambaleante. Porém, naqueles animais do grupo que recebeu 3g/kg/dia de
I. carnea, uma cabra morreu no 117° dia de gestacdo e outra abortou no 139° dia de
gestacédo, ainda, neste mesmo grupo, um filhote morreu apds o parto. Nos animais
pertencentes ao grupo que recebeu 5g/kg/dia de /. carnea, verificou-se que uma das
cabras abortou no 112° dia de gestagao e outras duas fémeas deste mesmo grupo
apresentaram mortes fetais entre 0 49° e 63° dia de gestagdo. Nos demais grupos

nédo foram observadas alteracbes em nenhum dos animais (Tabela 1).

Em relagdo ao peso das fémeas gestantes no inicio da gestacao, final da
gestacdo e ganho de peso total na gestagdo, a analise estatistica empregada
mostrou nao haver diferengas significantes (P<0,05), quando comparados os dados
obtidos dos animais dos grupos experimentais com aqueles do controle (Tabela 2 e
Figura 10).
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Quanto aos dados de bioquimica sérica, as analises estatisticas empregadas
revelaram nao haver diferengas significantes (p>0,05) entre os dados entre os
diferentes grupos, no que se refere aos niveis séricos de uréia, creatinina, albumina
(Tabela 3 e Figura 11), proteina total, glicose, colesterol (Tabela 4 e Figura 12), bem

como da atividade da enzima GGT (Tabela 5 e Figura 13).

Quanto a atividade da enzima FA destes animais (Tabela 5 e Figura 13),
verificaram-se diferencas significantes dos valores obtidos entre os grupos na 82,
123, 162 e 20% semanas de gestacdo (F=3,24, F=9,45, F=4,46, F=3,36,
respectivamente; df=3/16 e p>0,05). A aplicagcéo do teste de Dunnett mostrou haver
aumento significante (p>0,05) da atividade desta enzima na 8% semana de gestacéao
nos animais do grupo que recebeu 3g/kg/dia de I. carnea, quando comparados aos
animais controle. Da mesma forma, na 122 semana de gestagdo naquelas fémeas
que receberam 3 e 5g/kg/dia de I. carnea também foi verificado aumento significante
(p>0,05) da atividade desta enzima, quando comparado as fémeas do grupo
controle. Na 162 semana de gestagdo o aumento foi nos animais do grupo que
recebeu 5g/kg/dia de I. carnea, quando comparado aos dados provenientes de
cabras do grupo controle. Na 20? semana de gestacdo, o aumento significante
(p>0,05) da atividade desta enzima foi verificado nas cabras do grupo que recebeu

3g/kg/dia de I. carnea, quando comparadas as do grupo controle.

A comparacao dos dados relativos a atividade da enzima AST, revelou haver
diferencga significante entre os diferentes grupos na 122 e 16 semana de gestacao
(F=20,77, df=3/21, F=39,14, df=3/19, respectivamente; p>0,05). A aplicagéo do teste
Dunnett detectou o aumento significante (p>0,05) na atividade da enzima AST
daqueles animais tratados com 1, 3 e 5g/kg/dia de . carnea, em relagao aos niveis

desta enzima de fémeas do grupo controle (Tabela 5 e Figura 13).

A analise estatistica dos dados obtidos na avaliagado ultrassonografica dos
diferentes parametros mensurados: FC, MF, CCC, DA, DT e DBP, revelaram nao
haver alteracdo significante (P>0.05), entre os animais dos diferentes grupos

avaliados (Tabela 6 e Figura 14).

Quanto ao peso ao nascimento de filhotes cujas gestantes ingeriram ou nao
as diferentes concentracbes de I. carnea, a analise de variancia revelou haver

diferenga significante entre os grupos (F=9,51, df=3/24; p>0,05). A aplicacdo do
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teste Dunnett detectou diminuicdo significante (p>0,05) no peso de animais cujas
maes ingeriram 5g/kg/dia de I. carnea durante a gestagao, quando comparados aos

animas controle (Tabela 7 e Figura 15).



Tabela 1 - Pardmetros reprodutivos de cabras prenhes tratadas ou n&o, com diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestacao até o parto

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Parametros Controle

1 3 5
Numero de cabras prenhes 6 6 7 8
Morte embrionaria 0 0 0 2
Mortalidade de cabras 0 0 1 0
Aborto 0 0 1 1
Duragao da gestagao (dias SEM) 149,1+0,7 150,1+0,9 148,3+1,8 151,2+0,7
Numero de parto gemelar 3 0 1 3
Filhotes vivos 9 6 6 9
Machos 6 (66,6)° 2(334) 4 (66,6) 2(22,2)
Fémeas 3(33,4) 4 (66,6) 2 (33,4) 7(77,7)
Mortalidade de filhotes (pos-parto) 0 0 1 0

® Entre parénteses, percentagens.
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Tabela 2 - Peso médio (kg) inicial, final e ganho de peso total do periodo gestacional, de cabras
prenhes tratadas ou n&o, com diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestagao
até o parto. S40 apresentados as médias e os respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Peso Controle
1 3 5
Médio
Inicial 41,7+4,3(6)° 40,6+2,5(6) 39,0+1,9(7) 39,4+1,8(8)
Final 498+42(6) 448+1,7(6) 46,3+1,9(6) 46,4+3,0(5)

Ganho de peso

Total do periodo gestacional 8,1+0,7(6) 4,2+23(®6) 79%+16(6) 58+1,6(5

? Entre parénteses o numero de animais estudados.

9



Ganho de peso
total (kg)

60
1 controle

—_ L B 1g/kg/dia
2 T -
~ 40- [ | 3g/kg/d1a
2 Bl 5g/kg/dia
RS
£
§ 20-
o

0

Inicial Final

Figura 10 - Peso médio (kg) inicial, final e ganho de peso total, do periodo gestacional (quadro) de cabras prenhes tratadas ou nao, com
diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestacéo até o parto. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros padrao
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Tabela 3 - Niveis séricos de uréia (mg/dl), creatinina (U/l) e albumina (g/l) de cabras prenhes tratadas ou ndo, com diferentes doses de /.
carnea do 35° dia de gestacao até o parto. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros padrao

Semanas de Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Parametros ~ Controle
gestagao 1 3 5
4 22,5+ 3,0 (5)° 17,0+ 2,2 (5) 16,6 £ 4,2 (5) 21,5+7,5 (5)
Uréia 8 13,1+ 3,8 (5) 21,0+ 4,4 (5) 15,8 £ 0,9 (5) 12,2+ 3,1 (5)
(mg/dl) 12 12,1+ 2,8 (5) 15,9+ 2,8 (5) 17,3+ 1,4 (5) 19,9+ 0,8 (5)
16 17,6 £ 0,8 (5) 18,3+ 1,9 (5) 254 +272(5) 25,8 +4,6 (5)
20 15,1+ 1,2 (5) 16,2 £ 2,0 (5) 20,1 +£1,7 (5) 21,6 £4,4 (5
4 1,3+0,1(5) 1,3+0,1(6) 1,5+0,1(7) 1,5+0,1(7)
Creatinina 8 1,2+0,1(5) 1,4+0,1(6) 1,5+£0,1(7) 1,5+£0,1(7)
() 12 1,2+0,1(5) 1,5+0,3 (6) 1,7+£0,2(7) 1,6 £0,1(7)
16 1,5+0,1(5) 1,6 £ 0,1 (6) 1,7+0,1(6) 1,8+0,1(6)
20 1,5+0,1(5) 1,7£0,2 (6) 1,7 £ 0,2 (6) 1,8 £ 0,2 (6)
4 3,1+£0,3 (5) 3,7+0,2 (6) 3,8+0,1(7) 3,8+0,2(7)
Albumi 8 3,5+0,3 (5) 3,7+0,2 (6) 3,8+0,1(7) 3,7+ 0,2 (7)
umina

(g/l) 12 3,4+0,2 (5 3,3+0,3 (6) 3,6 £0,3(6) 3,3+£0,2 (6)
16 3,5+0,1(5) 3,4+0,2(6) 3,1+0,2 (6) 3,2+0,2 (6)
20 3,3+0,2 (5) 3,2+0,2 (6) 2,9+0,2(6) 3,2+0,2 (6)

? Entre parénteses o nimero de animais estudados.
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Tabela 4 - Niveis séricos de proteina total (g/l), glicose (mg/dl) e colesterol (mg/dl) de cabras prenhes tratadas ou ndo, com diferentes doses de
I. carnea do 35° dia de gestacao até o parto. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros padrao

Semanas de

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Parametros ~ Controle
gestagao 1 3 5
4 7,9+0,6 (5)° 8,1+0,3 (6) 9,5+0,7 (7) 8,2+04 (7)
Proteina total 8 9,4+£0,7 (5) 9,2+0,5(6) 8,8+0,6 (7) 8,7+04 (7)
() 12 6,7+ 1,4 (5 8,5+ 0,7 (6) 8,8+0,7 (7) 7,2+0,3(7)
16 6,0+ 0,1 (5) 6,5+ 1,1(6) 7,2+1,1(6) 7,6 +1,1(6)
20 5,91 0,2(5) 6,6 £ 1,0 (6) 6,9+ 1,0 (6) 7,4 +0,8 (6)
4 54,8 + 3,2 (5) 53,9+ 5,8 (6) 48,6 + 3,7 (7) 48,2+ 3,1 (7)
Glicose 8 56,7 £ 1,7 (5) 54,2 £ 5,2 (6) 50,0+ 4,4 (7) 43,0+ 3,7 (7)
(mg/dl) 12 48,4 + 3,3 (5) 43,7 £ 9,9 (6) 36,6 +5,9 (7) 37,0+9,8(7)
16 47,5+ 3,3 (5) 43,5+ 3,9 (6) 42,5+ 4,7 (6) 37,7145 (6)
20 49,4 + 2.8 (5) 48,5 + 3,7 (6) 49,3+ 9,8 (6) 38,4 +6,3 (6)
4 110,3 + 16,8 (5) 118,6 £ 17,2 (6) 119,8 £ 25,3 (7) 90,6 + 19,8 (7)
Colesterol 8 107,8 £ 13,5 (5) 159,4 + 26,1 (6) 122,1 £ 19,7 (7) 106,3 + 23,1 (7)
(mg/dl) 12 143,3+ 13,6 (5) 166,1 + 36,5 (6) 150,7 £ 37,1 (7) 103,2 £ 52,0 (7)
16 105,8 + 5,8 (5) 104,6 +11,1 (6) 109,9 £ 9,2 (6) 104,2 + 12,6 (6)
20 94,3 + 10,5 (5) 114,2 + 16,1 (6) 108,9 + 8,7 (6) 104,6 + 9,0 (6)

? Entre parénteses o nimero de animais estudados.
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Tabela 5 - Niveis séricos de FA (U/l), AST (U/l) e GGT (U/l) de cabras prenhes tratadas ou ndo, com diferentes doses de /. carnea do 35° dia de
gestacao até o parto. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros padrao

Semanas de Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Parametros ~ Controle
gestacao 1 3 5
4 324,2 + 59,6 (5)° 603,8 + 82,6 (5) 490,7 £ 100,5 (5) 540,0 £ 103,4 (5)
FA 8 453,8 £ 95,2 (5) 1073,6 £ 202,3 (5) 2106,5 £ 549,7 (5)* 1770,0 £ 895,2 (5)
(un) 12 582,2 + 137,5 (5) 1373,6 £ 270,0(5) 2378,2 + 458,4 (5)* 2521,3 + 260,5 (5)*
16 191,5 £ 45,2 (5) 449,9 + 120,7 (5) 598,7 + 180,5 (5) 827,6 + 123,9 (5)*
20 147,7 £ 55,0 (5) 247,9 £ 48,8 (5) 378,9 + 88,3 (5)* 380,6 £ 40,0 (5)
4 65,3 + 6,7 (5) 74,8 + 4,2 (6) 747 +4.1 (7) 76,6 +2,6 (7)
AST 8 58,7 £ 16,8 (5) 141,2 £ 13,7 (6) 148,2 + 35,6 (7) 125,7 £ 21,1 (7)
() 12 58,3+ 7,7 (5) 148,6 + 8,5 (6)* 233,9+215(7)* 241,3 £ 21,7 (7)*
16 47,9 + 11,0 (5) 129,9 + 9,6 (6)* 226,9 + 6,4 (6)* 225,1 + 20,9 (6)*
20 64,6 +4,5 (5) 112,9 + 18,8 (6) 181,5 + 32,1 (6) 140,6 + 23,1 (6)
4 54,3+7,9 (5) 45,0+ 1,3 (6) 479+ 24 (7) 42,4 +55 (7)
GGT 8 43,1+ 24 (5) 33,6 +4,7 (6) 351128 (7) 34,5+23(7)
(/) 12 40,3+ 11,2 (5) 33,9+3,3(6) 23,2+28(7) 29,4+26 (7)
16 24,4 +4.1 (5) 23,7 £5,2 (6) 29,7 4,2 (6) 25,2+ 2,2 (6)
20 33,5+ 3,0 (5) 31,5+ 2,1(6) 32,4+ 0,6 (6) 25,3 +4,7 (6)

? Entre parénteses o nimero de animais estudados.

* P<0,05 em relagdo ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).
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Tabela 6 - Parametros ultrassonograficos (FC, MF, CCC, DA, DT e DBP) dos fetos de cabras prenhes tratadas ou ndo, com diferentes doses de I.
carnea do 35° dia de gestacao até o parto. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros padrao

~ Dias de a Ipomoea carnea (g/kg/dia)
Mensuragées G ~ Controle (6)

estacao 1 (5) 3(7) 5(8)

350 128,0 + 4,6 125,2 + 5,6 125,1 + 3,6 129.7 + 3,4
(;%) 49° 130,0 £ 2,2 125,6 + 4,5 128,6 £ 2,7 130,5 £ 1,7

63° 126,6 + 2,2 1312 +1,9 1314 +25 130,7+1,2

350 15+0,2 0,8+0,2 0,8+0,3 0,7+0,2
MF 49° 23408 22408 24+10 25407
(min)

63° 28+0,7 22+0,8 23+0,7 26+0,7
cce 350 1,6+0,1 14 +0,1 15+0,1 16+0,1
(cm) 49° 55+0,2 54+0,3 59+0,2 54+0,2
DA 49° 14 +0,1 1,6+0,0 15+0,1 15+0,1
(cm) 63° 25+0,1 24+02 2.5+0,1 24+01
DT 49° 11+0,0 11+0,0 11+0,0 11+0,1
(cm) 63° 1,6+0,1 1,6+0,1 1,7+0,1 16+0,1
DBP 49° 14 +0,1 1,5+0,1 15+0,1 15+0,1
(cm) 63° 25+0,1 24+01 24401 23401

? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
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Tabela 7 - Peso ao nascimento de filhotes de cabras tratadas ou ndo, com diferentes doses
de I. carnea do 35° dia de gestagdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e
0s respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Peso Controle (7)
1 (6) 3(6) 5(9)

Ao nascimento 3,3+0,1 3,5+ 0,2 3,4+0,2 2,35+ 0,2

? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).
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Figura 15 - Peso ao nascimento de filhotes de cabras tratadas ou ndo, com diferentes doses
de I. carnea do 35° dia de gestagdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e
os respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido
de teste Dunnett)
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4.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DA [I. carnea EM CABRAS GESTANTES:
AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Em relacdo aos dados referentes ao comportamento apresentado pelas maes
durante as duas primeiras horas apds o nascimento, a analise de variancia mostrou
haver diferengas significantes entre os dados obtidos entre os diferentes grupos no
que se refere ao numero de vezes que as maes cheiraram e lambiam os seus
filhotes no primeiro, segundo e terceiro periodo de observagao (F=19,95, F=7,41,
F=22,98, respectivamente; df=3/16 e p>0,05). A aplicagcédo do teste Dunnett detectou
diminuicdo significante (p>0,05) neste comportamento no primeiro periodo de
observacédo naqueles animais que receberam 3 e 5g/kg/dia de . carnea durante a
gestacdo, quando comparados ao animais do grupo controle. Ja, no segundo
periodo, as cabras do grupo que recebeu 5g/kg/dia de I. carnea durante a gestagao
apresentaram menor freqliéncia da variavel observada, quando comparados ao
grupo controle. E, finalmente, no terceiro periodo de observacéo, verificou-se que os
animais dos grupos que receberam 3 e 5g/kg/dia de I. carnea durante a gestacao
novamente mostraram uma diminuicdo nos movimentos de cheirar e lamber os
filhotes, quando comparados com a frequéncia deste comportamento realizado

pelas fémeas do grupo controle (Tabela 8 e Figura 16).

Com relagao ao periodo de tempo gasto pelas cabras atendendo ao filhote, a
analise estatistica revelou haver diferencas significantes entre os grupos na primeira
e segunda hora de observagdo (F=13,83, F=7,25, respectivamente; df=3/16 e
p>0,05). A aplicacdo do teste Dunnett detectou diminuigdo significante (p>0,05)
nesta variavel em ambas as horas de observacao, naquelas fémeas pertencentes
aos grupos que receberam 3 e 5g/kg/dia de I. carnea, durante a gestagdo, quando
comparou-se os dados obtidos com aqueles dos animais do grupo controle (Tabela
9 e Figura 17).

A avaliacdo do comportamento dos filhotes durante as duas primeiras horas
apos o nascimento mostrou que todos os neonatos pertencentes aquelas fémeas do
grupo controle mamaram, porém, este comportamento n&o foi observado naqueles
filhotes de méaes que receberam diferentes doses de /. carnea durante a gestagéao.

Assim, dos cinco filhotes do grupo cujas maes receberam 1g/kg/dia da planta,
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quatro mamaram e um n&o; dos cinco filhotes do grupo cujas mées receberam
3g/kg/dia da I. carnea, dois ndo foram capazes de mamar; e dos cinco animais do
grupo cujas maes receberam 5g/kg/dia, apenas dois filhotes mamaram durante as

duas primeiras horas de vida.

Ainda, em relacdo a avaliagdo do comportamento dos filhotes nas duas
primeiras horas apos o nascimento, a analise estatistica empregada nao revelou
diferengas significantes (P<0,05) nas tentativas dos filhotes de se levantarem e
elevarem a cabeca, nos diferentes periodos avaliados (Tabela 10 e Figura 18). Ja,
em relacdo ao movimento de pedalar, a comparagao dos dados obtidos entre os
filhotes pertencentes aos diferentes grupos, mostrou haver diferenga significante no
primeiro periodo de vida (F=6,63, df=3/17; p>0,05). A aplicacdo do teste Dunnett
detectou aumento significante (p>0,05) nestes movimentos no primeiro periodo de
vida dos filhotes, cujas maes receberam 3 e 5g/kg/dia de I. carnea durante a
gestacdo, quando comparados aos dados obtidos dos filhotes pertencentes ao

grupo controle (Tabela 10 e Figura 18).

Da mesma forma, a analise estatistica dos dados referentes ao numero de
vezes que 0 neonato conseguiu manter-se em estagdo nos diferentes periodos
avaliados, revelou haver diferenga significante no primeiro periodo de vida (F=8,51
df=3/17; p>0,05). A aplicagéo do teste Dunnett detectou uma diminuig&o significante
(p>0,05) neste parametro, nos dados obtidos dos filhotes pertencentes aos trés

grupos cujas maes receberam a planta durante a gestacao (Tabela 10 e Figura 18).

Em relagéo as tentativas de mamar na porgao anterior da mae (Tabela 11 e
Figura 19), a analise de variancia ANOVA revelou haver diferencas significantes dos
dados provenientes dos diferentes grupos, no primeiro e segundo periodo de vida
dos filhotes (F=5,71, F=22,80, respectivamente; df=3/17 e p>0,05). A aplicagdo do
teste de Dunnett detectou diminui¢cdo significante (p>0,05) neste parametro no
primeiro e segundo periodo de vida dos animais cujas méaes receberam as trés

diferentes concentracdes de /. carnea durante a gestagao.

A comparacao dos dados relativos a tentativa de mamar na porgao posterior
da mé&e, em cada periodo, entre os diferentes grupos, revelou haver diferenca
significante no primeiro, segundo e terceiro periodo de vida dos filhotes (F=17,

F=34,81, F=2,91, respectivamente; df=3/17, e p>0,05). A aplicagao do teste Dunnett
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detectou diminuigdo significante (p>0,05) neste parametro naqueles neonatos das
maes dos diferentes grupos tratados com a planta, no primeiro e segundo periodo
de vida, e uma diminui¢ao no terceiro periodo de vida apenas do grupo cujas maes
receberam 5g/kg/dia de I. carnea quando comparado ao controle (Tabela 11 e
Figura 19).

A analise estatistica aplicada aos dados referentes ao nimero de mamadas
efetivas em cada periodo de vida, entre os filhotes pertencentes aos diferentes
grupos, revelou haver diferenga significante no segundo e terceiro periodo de vida
(F=20,33, F=15,04, respectivamente; df=3/17 e p>0,05). A aplicagdo do teste
Dunnett detectou diminui¢ao significante (p>0,05) no segundo e terceiro periodo de
vida, neste comportamento, naqueles animais provenientes de mées tratadas com
as trés diferentes doses de /. carnea durante a gestacdo, quando comparado aos

valores provenientes dos animais do grupo controle (Tabela 11 e Figura 19).

Quanto ao numero de vezes que os filhotes se afastaram da sua méae nos
diferentes periodos, a analise estatistica empregada revelou ndo haver diferengas
significantes (P<0,05) neste comportamento, quando se compararou os dados

obtidos dos diferentes grupos (Tabela 12 Figura 20).

No que se refere ao numero de vezes que os filhotes se aproximaram de
suas maes nos diferentes periodos, a analise de variancia aplicada revelou haver
diferengas significantes (P<0,05) no primeiro, segundo, terceiro e quarto periodo de
avaliacao (F=3,74, F=8,19, F=8,73, F=6,05, respectivamente; df=3/17 e p>0,05). A
subsequente aplicagao do teste Dunnett, detectou diminuigao significante (p>0,05)
neste comportamento naqueles filhotes, dos trés grupos experimentais (Tabela12 e
Figura 20).

No que se diz respeito a laténcia para que os filhotes tentassem levantar pela
primeira vez, a analise estatistica empregada revelou nao haver diferengas
significantes (P<0,05), quando foram comparados os dados obtidos dos filhotes dos
diferentes grupos (Tabela 13 Figura 21). O mesmo teste, ao avaliar os dados
referentes a laténcia para que os filhotes ficassem em estacédo pela primeira vez
mostrou haver diferengas entre os grupos (F=5,56, df=3/17; p>0,05). A aplicagdo do
teste Dunnett detectou aumento significante (p>0,05) no tempo que os animais do

grupo, cujas maes receberam 5g/kg/dia de I. carnea, durante a gestacdo, demoram
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pra ficar em pé, quando comparados com os animais do grupo controle (Tabela 13
Figura 21).

A tabela 14 mostra e a figura 22 ilustra o periodo de tempo em estagao na
primeira hora apdés o nascimento; assim verifica-se que a analise de variancia
ANOVA detectou diferengas significantes, quando comparados os dados
provenientes dos diferentes grupos (F=12,38, df=3/17; P<0,05). A aplicagao do teste
Dunnett mostrou haver diminuicdo significante (p>0,05) do tempo em estagao

naqueles filhotes cujas méaes receberam 3 e 5g/kg/dia de I. carnea.

No que se refere ao teste de discriminacido materna, realizado com 12 e 36h
apos o nascimento, a analise de variancia revelou haver diferengas significantes nos
dados obtidos entre os diferentes grupos, no tempo de partida do anteparo e tempo
de chegada a mée (F=5,54, F=5,29, respectivamente; df=3/23 e p>0,05). A
aplicacdo do teste PDIFF detectou um aumento significante (p>0,05) neste
parametro na primeira sessao, nos filhotes cujas maes foram tratadas com as
diferentes concentragdes da /. carnea, e no tempo de partida e chegada da segunda
sessdo, nos animais cujas maes ingeriram 3 e 5g/kg/dia da planta, quando
comparados com os animais do grupo controle (Tabela 15 e Figura 23). Ainda,
quanto ao teste de discriminagao, a avaliagao estatistica binomial realizada mostrou
que os animais pertencentes ao grupo controle foram aqueles que conseguiram
distinguir corretamente a sua mae entre as duas fémeas, em mais de 50% das
tentativas, nas duas sessoes realizadas; enquanto que os animais pertencentes aos
diferentes grupos experimentais ndao conseguiram atingir esta porcentagem de
acerto (50%, P < 0.001). O teste estatistico de Fisher mostrou que todos os animais
pertencentes aos diferentes grupos experimentais tiveram um aumento significante
(P < 0.001) no numero de escolhas incorretas em comparagdo ao grupo controle
(Tabela 15).

Quanto aos dados relativos ao labirinto progressivo, realizado em trés etapas,
a analise estatistica ANOVA revelou haver diferencas estatisticamente significantes
entre os dados provenientes dos diferentes grupos, tanto no tempo de partida de
tras do primeiro obstaculo (F=2,58, df=3/23 e p>0,05) como no tempo de chegada
até a mae (F=2,84, df=3/23 e p>0,05). A aplicagdo do teste PDIFF mostrou haver

um aumento significante (p>0,05) no tempo de partida, na primeira etapa, daqueles



77

filhotes cujas mées eram pertencentes aos grupos tratados com 3 e 5g/kg/dia de |.
carnea; e aumento nesta mesma variavel somente naqueles filhotes pertencentes
ao grupo de maes tratadas com 3g/kg/dia de planta, tanto na segunda como na
terceira etapa, quando comparou-se com aqueles dados obtidos dos animais
provenientes do grupo controle. Ainda este mesmo teste mostrou haver um aumento
significante (p>0,05) no tempo de chegada nos filhotes cujas maes ingeriram 3 e
5g/kg/dia de I. carnea durante a gestacao, na primeira e segunda etapa, quando
comparou-se com os valores dos animais do grupo controle. Este mesmo resultado
também foi observado na terceira etapa; porém, apenas com aqueles filhotes de

maes do grupo 3g/kg/dia (Tabela 16 e Figura 24).

Quanto aos resultados obtidos no labirinto “Hebb-Williams A”, a analise
estatistica empregada relevou haver diferengas significantes no tempo de partida e
chegada (F=2,29, F=5,52, respectivamente; df=3/23 e p>0,05). A aplicacao do teste
PDIFF detectou um aumento significante (p>0,05) do tempo de partida dos filhotes
cujas mées ingeriram 5g/kg/dia de I. carnea, quando comparados aos filhotes de
maes do grupo controle, na segunda semana de vida. J& na quarta semana, foi
observado um aumento significante (p>0,05) desta variavel nos filhotes provenientes
de cabras que ingeriram 1g/kg/dia de [. carnea durante a gestagdo, quando
comparados com os filhotes do grupo controle. Ainda, verificou-se na segunda
semana pés-natal, um aumento significante (p>0,05) do tempo de chegada dos
filhotes cujas maes ingeriram 1, 3 e 5g/kg/dia de I. carnea durante a gestacao

quando comparados com os filhotes do grupo controle (Tabela 17 e Figura 25).

A tabela 18 mostra e a figura 26 ilustra os dados relativos a avaliagdo no
labirinto  “Hebb-Williams B”. Assim, a analise estatistica revelou diferencas
significantes entre os grupos no tempo de partida e no tempo de chegada (F=1,33,
F=1,74, respectivamente; df=3/23 e p>0,05). A aplicacdo do teste PDIFF mostrou
haver um aumento significante (p>0,05) no tempo de saida na 6% semana e nos
tempos de chegada na 22 e 62 semana de teste dos animais cujas maes ingeriram

5g/kg/dia de I. carnea, quando comparados com os filhotes do grupo controle.

Em relagdo aos dados relativos ao labirinto “Hebb-Williams C” a analise
estatistica empregada, revelou diferengas significantes entre os valores obtidos dos

diferentes grupos nos tempos de partida e chegada dos filhotes (F=2,39, F=0,59,
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respectivamente; df=3/23 e p>0,05). A subsequente aplicagcdo do teste PDIFF
mostrou haver um aumento significante (p>0,05) no tempo de partida na 2% semana,
apds o nascimento, sendo este aumento observado nos animais cujas maes
ingeriram 5g/kg/dia de [|. carnea durante a gestagdo, quando comparados com
animais do grupo controle. Também foi observado um aumento significante do
tempo de chegada (p>0,05) na 6% semana de vida dos filhotes cujas maes

pertenciam ao grupo 5g/kg/dia (Tabela 19 e Figura 27).

A tabela 20 mostra e a figura 28 ilustra os dados obtidos no labirinto “Hebb-
Williams D”; assim a analise de varidancia ANOVA mostrou haver diferengas
significantes entre os grupos no tempo de partida e chegada do filhote (F=1,95,
F=2,50, respectivamente; df=3/23 e p>0,05). A aplicacdo do teste PDIFF mostrou
um aumento significante (p>0,05) no tempo de partida na 62 semana de vida dos
filhotes cujas maes pertenciam ao grupo 5g/kg/dia, quando comparados aos animais
do grupo controle. Outra observagao feita com o teste PDIFF foi um aumento
significante (p>0,05) no tempo de chegada dos filhotes de mées tratadas com 3 e
5g/kg/dia de I. carnea durante a gestagcao na 22 e 4 semana de vida. Na 62 semana
pos-natal também foi observado um aumento significante (p>0,05) no tempo de
chegada, porém, dos animais cujas maes pertenciam ao grupo 1 e 5g/kg/dia quando

comparados aos animais do grupo controle.

A tabela 21 mostra e a figura 29 ilustra a quantidade de erros cometida pelos
filhotes durante a realizagado dos quatro labirintos “Hebb-Williams” (A, B, C e D). A
analise estatistica empregada revelou haver diferencas significantes entre os grupos
nos labirintos “Webb-Williams" “A” e “C” (F=1,55, F=3,61 respectivamente; df=3/23 e
p>0,05). A subsequente aplicagdo do teste PDIFF revelou haver um aumento
significante (p>0,05) no numero de erros dos animais cujas maes ingeriram
5g/kg/dia de I. carnea durante a gestagao, sendo este aumento observado tanto no

labirinto A como no C.
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Tabela 8 - Comportamento de cheirar e lamber os filhotes (em quantidade de
movimentos realizados), apresentados por cabras que consumiram, ou
nao, diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestacdo até o parto,
observada nas duas primeiras horas apods o parto. S4o apresentadas as

meédias e os respectivos erros padrboes

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Movimentos Periodo Controle (5) 1(5) 3 (5) 5 (5)
1° 56,2+21 476+36 252+41* 294+14*
Cheirar e lamber o 2° 426+15 414 +£1,7 326+45 256+25*
filhote 3° 572122 472+36 26,2+4,8° 234+25"
4° 36,2+2,2 28,6 +2,6 38,8+3,6 24,2+4)5
? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).
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Figura 16 - Comportamento de cheirar e lamber os filhotes (em quantidade de
movimentos realizados), apresentados por cabras que consumiram, ou
nao, diferentes doses de . carnea do 35° dia de gestacao até o parto,
observada nas duas primeiras horas apds o parto. Sdo apresentadas as
médias e os respectivos erros padroes. * P<0,05 em relagdo ao controle

(Anova, seguido de teste Dunnett)
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Tabela 9 - Periodo de tempo (em min) de atengéo aos filhotes, nas duas primeiras horas
de vida, despendido pelas maes, tratadas ou ndo com diferentes doses de I.
carnea do 35° dia de gestacao até o parto. Sao apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Aca H I
cao ora Controle (5) 1(5) 3 (5) 5 (5)
Atencio ao filhote 12 56,5+ 1,3 516+34 336+39" 358+3"
¢ ! 2@ 52,0+2,5 47,0+4,4 336+22* 312+51*

? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).

80+
c 1 controle
é 50 Bl 1g/kg/dia
..g T . Bl 3g/kg/dia
< Bl Sg/kg/dia
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'8, 20
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b
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Figura 17 - Periodo de tempo (em min) de atencdo aos filhotes, nas duas primeiras
horas de vida, despendido pelas méaes, tratadas ou ndo com diferentes
doses de /. carnea do 35° dia de gestacao até o parto. Sdo apresentadas
as médias e os respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagdo ao controle
(Anova, seguido de teste Dunnett)



Tabela 10 - Comportamentos de pedalar, levantar a cabecga, tentativa de se levantar e de se manter em estagdo (em numero de movimentos
realizados), apresentados por filhotes, nas duas primeiras horas de vida, cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de /. carnea
do 35° dia de gestacédo até o parto. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros padrao da quantidade de movimentos realizados
pelo filhote em cada periodo

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Movimentos Periodo Controle (6) 1(5) 3 (5) 5(5)
Pedalar
1° 23+0,8 88+1,8 9,8+1,6* 13,2+ 2,7*
2° 0,5+0,5 28+0,5 34+1,2 3+23
3° 0 1611 24 +1 54+ 31
4° 0 0,2 0,2 22+04 3227
Levantar a cabe¢a
1° 0,6+0,3 22+0,7 24+0,9 06+04
2° 0,2+0,2 24+15 04+04 0
3° 0 0 06+04 0,8+0,8
4° 0 0,2+0,2 0,2+0,2 2+1.3
Tentar levantar
1° 16,3+ 1,2 16,4 +4,9 3,8+2,3* 46+1,9*
2° 4+1,4 10+£2 58+0,9 6,24
3° 0,3+0,3 6+4,3 2,204 6,2+25
4° 0 1,6 £0,7 56+3,9 327
Ficar em estagao
1° 52+14 0,4 +0,2* 0* 0,6 +0,6*
2° 46+1,1 28+1,3 34+25 1,2+1,2
3° 58+0,9 4113 5+£25 1,4+£0,9
4° 57+1,7 54+1,8 94+2 124+25

? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagéo ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).
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Figura 18 - Comportamentos de pedalar, levantar a cabecga, tentativa de se levantar e de se manter em estagdo (em numero de movimentos
realizados), apresentados por filhotes, nas duas primeiras horas de vida, cujas méaes consumiram ou nao diferentes doses de /. carnea
do 35° dia de gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros padrdao da quantidade de movimentos
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realizados pelo filhote em cada periodo. * P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett)
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Tabela 11.- Numero de tentativas de mamar na porgao anterior, porgdo posterior e numero de mamadas com sucesso, realizadas por cabritos nas
duas primeiras horas de vida, cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestagado até o parto, Séao
apresentadas as médias e os respectivos erros padrao da quantidade de movimentos realizados pelo filhote em cada periodo

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Movimentos Periodo Controle (6)

1(5) 3(5) 5 (5)

Mamadas na porg¢ao anterior

1° 4+15 0* 0* 0*

2° 18+2,6 3,2+1,8* 1,2+1,2* 0*

3° 3,8+0,7 46+1,2 4+1,6 04+04

4° 3,310,6 4+12 6,2+1,3 22+0,9
Mamadas na porgao posterior

1° 3,5+0,8 0* 0* 0*

2° 225+1,3 24 +15* 3,2+3,2* 0*

3° 9+1 6,2+2,6 5,8+3,3 0,4+04*

4° 55+1,2 15,4 +5,2 9+1,9 46+2,1
Mamar efetivamente

1° 0,3+0,2 0 0 0

2° 6+1 1,2+ 0,6* 0* 0*

3° 12+1,8 6,6 +2,2* 04 +04" 0*

4° 6,5+0,6 3,81+2,6 1,4+£0,9 1,8+1,3

? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).

€8



- S
S 25- 2 304
- [ controle o
5] ) o
S _ 201 I B 1g/kg/dia 4 I
— . Q’\
82 Bl 3gkg/dia 5§ 5.
2 15- B Sokgdia B2
22 c2
~ o =
© O 10 c o
< p c 2 101
e = *
3 ° i g :
* @
% * %k * i‘ * H E |1| * % % i_‘ * *
= 0 S 0
10 20 30 40 E 10 20 30 40
Periodos Periodos
15+
2 |
93
S ~
)
€ 5 10
®© O *
2=
whd
g8
[«
g 9 51
EE
S %
0 = i* * * *
10 20 30 40
Periodos

Figura 19 - Numero de tentativas de mamar na porgéo anterior, por¢cado posterior e numero de mamadas com sucesso, realizadas por cabritos nas
duas primeiras horas de vida, cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestagao até o parto, Sao
apresentadas as médias e os respectivos erros padrdo da quantidade de movimentos realizados pelo filhote em cada periodo. * P<0,05
em relagcdo ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett)
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Tabela 12 - Numero de tentativas de aproximar-se e afastar-se das maes, realizadas por cabritos nas duas primeiras horas de vida, cujas maes
consumiram ou nao diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrdo da quantidade de movimentos realizados pelo filhote em cada periodo

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Movimentos Periodo Controle (6) 1(5) 3 (5) 5(5)
Aproximar-se da mae
1° 1,2+0,5 0* 0* 0*
2° 6+1,7 0,8+0,4* 0,4+04" 0*
3° 83122 1+04" 1+0,6" 0,4+04"
4° 10+2,8 1,6 £0,5* 1,2+0,7* 22+1,2*
Afastar-se da mae
1° 0 0 0 0
2° 0,2+0,2 04+£04 0,4+0,2 04+04
3° 0,8+£0,9 02+04 1,211 1+£22
4° 0,3+£0,5 212 2116 24+23
® Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagéo ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).
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Figura 20 - Numero de tentativas de aproximar-se e afastar-se das maes, realizadas por cabritos nas duas primeiras horas de vida, cujas
maes consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao da quantidade de movimentos realizados pelo filhote em cada periodo. * P<0,05 em relagdo ao controle

(Anova, seguido de teste Dunnett)
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Tabela 13 — Laténcia de tempo para a tentativa de levantar pela primeira vez e laténcia da primeira vez em estagéo, nas duas primeiras horas
de vida, de cabritos, cujas maes consumiram diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestagao até o parto. Sdo apresentadas
as médias e os respectivos erros padréo do tempo (seg) decorrido do nascimento do filhote até a realizagdo da variavel observada

. Ipomoea carnea (g/kg/dia)
Movimentos Controle (6) 1(5) 3 (5) 5 (5)
Primeira tentativa de levantar
95,0+ 16,5 85,8 £ 26,8 655,0 £ 154,7 832,0 +£439,4
Ficar em estagao pela primeira vez
466,7 + 88,5 1220,7 + 420,3 2254,4 + 1621,3 3668,0 £ 2018,8*
? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relag&o ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).
1500+ 6000+ *
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Bl 1g/kg/dia
D 1000 B 3g/kg/dia B 4000
» Bl 5g/kg/dia 3
o o]
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5 500 § 2000-
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0- 04

Primeira tentativa de levantar Ficar em estagao pela primeira vez

Figura 21 - Laténcia de tempo para a tentativa de levantar pela primeira vez e laténcia da primeira vez em estagao, nas duas primeiras horas
de vida, de cabritos, cujas maes consumiram diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestacao até o parto. Sao apresentadas

as médias e os respectivos erros padrao do tempo (seg) decorrido do nascimento do filhote até a realizagdo da variavel observada.
* P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett)
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Tabela 14 - Periodo de tempo (em min) em estagado na primeira hora de vida de filhotes de
maes, tratadas ou ndo, com diferentes doses de [ carnea do 35° dia de
gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros

padrao
~ Ipomoea carnea (g/kg/dia)
A | a
cao Controle (6) 1(5) 3 (5) 5 (5)
Tempo em 39,7433 27,8+6,6 176 £54*  22+19*
estagcao

@ Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagao ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett).
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Figura 22 - Periodo de tempo (em min) em estacdo na primeira hora de vida de filhotes de
maes, tratadas ou n&o, com diferentes doses de [. carnea do 35° dia de
gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros
padrao.” P<0,05 em relagédo ao controle (Anova, seguido de teste Dunnett)



Tabela 15.- Laténcia de tempo (em seg) para a partida do anteparo e para a chegada a mae (seg) e numero de escolhas incorretas,
apresentadas por filhotes (com 12 e 36h de vida) de cabras tratadas ou ndo, com diferentes doses de /. carnea do 35° dia de
gestacdo até o parto, observado durante as duas sessbes do teste de discriminacdo. Sado apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Variavel Sessao Tempo Controle (7)?
1(5) 3 (6) 5(9)
18 Partida 17,6 £ 3,2 138,9 +£44,1* 172,7 + 39,5* 152,9 = 32,1*
Chegada 46,8 +7,3 155,4 + 110,4* 189 + 35,9* 188,8 + 27,5*
Tempo
02 Partida 16,3 4,8 79,4 + 371 252,1 +32,3* 175,8 + 33,8*
Chegada 32,8 +6,2 99,1+ 34,9 259,6 + 30,6* 187,4 £ 31,1*
Escolhas 12 0/14 6/10** 8/12** 13/18**
incorretas 22 2/14 8/10** 11/12** 12/18**

® Entre parénteses, o nimero de animais estudados.
* P<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA seguida de PDIFF).
** P<0,001 em relagéo ao controle (Fisher).
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Figura 23 - Laténcia de tempo (em seg) para a partida do anteparo e para a chegada a mae (em seg), apresentadas por filhotes (com 12 e 36h
de vida) de cabras tratadas ou nao, com diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestacao até o parto, observado durante as

duas sessdes do teste de discriminacdo. Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagdo ao
controle (ANOVA seguida de PDIFF)
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Tabela 16 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto progressivo, no 2°, 4° e 6° dia de vida de cabritos, cujas maes
consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os

respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Etapa Controle (7)?
3(6) 5(9)
Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada
12 13,3+ 3,7 17,9+4,0 54,7 £ 17,2 59,2 + 16,6 72,1 £19,2* 76,3 £ 18,5 68,4 + 14,6* 78,5+ 14,1*
22 95+22 20,5+ 3,4 17,3+7,3 29,3+9,2 93,2 +21,1* 99,5+ 19,7* 49,0+ 13,8 61,8 +12,9*
3 51+0,9 17,8 2,0 36+0,6 20,0+ 8,6 57,2 +17,3* 71,2 +£17,9* 39,3+12,2 49,5+ 11,9

? Entre parénteses, o numero de animais estudados.

* P<0,05 em relacao ao controle (ANOVA seguida de PDIFF).
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Figura 24 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto progressivo, no 2°, 4° e 6° dia de vida de cabritos, cujas maes
consumiram ou nao diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA seguida de PDIFF)
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Tabela 17 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams A”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos,
cabritos cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestacao até o parto. Sdo apresentadas as
médias e os respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Semana Controle (7)?
1(5) 3(6) 5(9)
Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada
2° 34+1,2 16,4 £ 3,5 3,1+0,6 99,5 + 31,0* 57+1,5 155,8 + 35,0* 8,1+24* 158,8 + 24 4*
4° 1,8+0,3 92+1,6 8,4+47F 52,6 £ 26,1 22+05 14,2+ 3,9 21+0,2 98114
6° 1,7+0,3 8,3+0,8 3,2+04 13,1 £ 3,1 1,6 £ 0,1 14,3+4,0 51+1,0 31,1+6,7
? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagao ao controle (ANOVA seguida de PDIFF).
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Figura 25 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams A”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos,
cabritos cujas maes consumiram ou ndo diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestacdo até o parto. S&o apresentadas as
médias e os respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA seguida de PDIFF)
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Tabela 18 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams B”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos,
cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestagao até o parto. Sdo apresentadas as médias e
0s respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Semana Controle (7)?
1(5) 3(6) 5(9)
Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada
2° 26104 246 £6,7 43+1,1 29,5+£10,7 20+£04 61,1 £ 26,1 4,0+ 1,1 84,8 + 23,2*
4° 1,8+0,2 9,011 2,7+£04 21,7+8,5 21101 22,2+99 2,7+0,3 16,9+ 3,8
6° 1,5+0,1 7,5+0,8 2,0£0,3 99+14 20+£0,2 12,2 + 3,1 3,9+0,8" 39,6 + 8,8*
? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA seguida de PDIFF).
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Figura 26 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams B”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos, cujas
maes consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestacido até o parto. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagédo ao controle (ANOVA seguida de PDIFF)
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Tabela 19 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams C”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos,
cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestagao até o parto. Sdo apresentadas as médias e

0s respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Semana Controle (7)?
1(5) 3(6) 5(9)
Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada
2° 2,1+0,3 154+ 2,3 50+19 23,0+8,7 1,7£0,4 26,1+12,7 6,8 £ 3,2* 50,7 £ 17,7
42 1,7+ 0,1 8,1+£0,7 1,7+0,3 242 +6,7 4,8+ 21 229+8,5 48+0,8 28,4+438
6° 1,8+0,2 7,7+0,6 22+04 14927 1,8+£0,2 8,56+1,0 56+1,0 30,6 £ 6,4*
? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relacao ao controle (ANOVA seguida de PDIFF).
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Figura 27 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams C”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos, cujas
maes consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestacido até o parto. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA seguida de PDIFF)
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Tabela 20 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams D”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos,
cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de /. carnea do 35° dia de gestagao até o parto. Sdo apresentadas as médias e os

respectivos erros padrao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Semana Controle (7)?
1(5) 3(6) 5(9)
Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada Partida Chegada
2° 2604 68,2+ 8,3 6,2+2,3 143,8 £ 32,8 3,1+0,9 232,9 + 25,8* 49+13 157,8 + 23,7*
4° 1,5+0,1 27,3+ 3,6 29+0,8 77,8 +£11.8 29+0,7 118,7 £ 21,9* 52+0,9 92,6 £ 14,7
6° 1,6 £0,1 23,2+29 3,7+0,9 56,4 £ 12,1* 3,1+1,0 48,2 £ 14,6 75+1,9* 58,7 £ 9,8*
? Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relacao ao controle (ANOVA seguida de PDIFF).
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Figura 28 - Periodo de tempo (em seg) despendido no percurso do labirinto “Hebb-Williams D”, na 2°, 4° e 6° semana de vida de cabritos, cujas
maes consumiram ou nao diferentes doses de I. carnea do 35° dia de gestacido até o parto. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA seguida de PDIFF)
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Tabela 21 - Numero de erros no percurso dos labirintos “Hebb-Williams A, B, C e D”,
cometidos pelos cabritos, cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de
1. carnea do 35° dia de gestagao até o parto. Sdo apresentadas as médias e
0s respectivos erros padriao

Ipomoea carnea (g/kg/dia)

Labirintos Controle (7)?
1(5) 3 (6) 5 (9)
Hebb-Williams A 0,17 + 0,09 044+014 053+018 084 +0,.21*
Hebb-Williams B 0,2+0,07 0,6+0,06  0,42+0,12 0,46 + 0,12
Hebb-Williams C 0,17 £ 0,05 056+0,11  0,29+0,09 0,78 +0,14*
1,72 40,32 240,28 193+029 2, 02+0.26

Hebb-Williams D

@ Entre parénteses, o numero de animais estudados.
* P<0,05 em relagao ao controle (ANOVA seguida de PDIFF).

2.5+

1 controle
2.04 I Bl 1g/kg/dia
Bl 3g/kg/dia
1.5 Bl S5g/kg/dia

*
1.04

il Lii i

HW A HW B HW C HW D
Labirintos

Numero de erros

Figura 29 - Numero de erros no percurso, dos labirintos “Hebb-Williams A, B, C e D’,
cometidos pelos cabritos cujas maes consumiram ou nao diferentes doses de /.
carnea do 35° dia de gestacdo até o parto. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrao. * P<0,05 em relagao ao controle (ANOVA seguida de
PDIFF)
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5 DISCUSSAO

Os protocolos para estudos de toxicologia do desenvolvimento estabelecidos
por agéncias regulamentadoras vém ganhando cada vez mais importancia e
atencdo das mesmas, provocando, desta forma, atualizagdes e mudangas em suas
estruturas, o que os torna mais seguros e confiaveis. Sabe-se que as alteragdes no
concepto podem ser tanto estruturais como funcionais e ocasionadas em qualquer
periodo entre a fertilizagdo e a maturagdo pos-natal (WILSON, 1977). Logo, estes
protocolos procuram se tornar mais refinados e especificos, detectando, desta
maneira, alteracbes mais sutis que antigamente passavam despercebidas pelos

protocolos classicos, ou seja as avaliagdes Osseas e viscerais.

Além disso, ha grande preocupagcdo por parte das agéncias de
regulamentagcdo no que se diz respeito a extrapolagdo de resultados entre as
diferentes espécies de laboratério para os seres humanos. Assim, a extrapolagao
dos dados obtidos em animais para a exposicdo humana sempre permanece
incerta, principalmente devido as diferengas entre espécies (NAU, 1986). O exemplo
classico é a talidomida, que é teratogénica para o homem, mas nao para o rato.
Neste sentido, pode-se supor que a extrapolacdo de dados obtidos de animais
monogastricos para os poligastricos deveria ser realizada com muito maior cuidado,
uma vez que O rumen tem um importante papel na farmacocinética e no
metabolismo de xenobidticos. De fato, pode-se citar o exemplo do anti-helmintico
albendazol, que causa embriotoxicidade por agcao de seu metabdlito sulféxido, ou de
um derivado proximo, que é gerado exclusivamente em ruminantes (DELATOUR,
1981). Outro exemplo é a teratogénese promovida pelas fitotoxinas suainsonina e

castanospermina em ruminantes, que ndo ocorre em roedores (BERRY et al., 1989).

Portanto, é essencial uma proposta de modelo de estudo de neuroteratologia
em ruminantes, modelo este ainda ndo descrito na literatura. Assim, este laboratorio
vem realizando varios estudos, com o objetivo de propor um protocolo de avaliagao
de teratogenicidade em ruminantes. Esta linha de pesquisa iniciada por Soto-Blanco
(SOTO-BLANCO, GORNIAK, 2004) e, posteriormente desenvolvida por Schumaher-

Henrique (2005) e Barbosa-Ferreira (2008), os quais estudaram os possiveis efeitos
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teratogénicos produzidos pelo cianeto, Ipomoea carnea e Senna occidentalis,

respectivamente, permitiram gerar varios parametros para compor este protocolo.

A presente pesquisa visa contribuir com este protocolo que esta sendo
desenvolvido, acrescentando ao mesmo uma metodologia para a avaliagado
neurocomportamental da prole, avaliando-a durante um determinado periodo poés-
natal. Complementando, assim, o modelo de avaliagdo de teratogenicidade, o qual
podera ser utilizado para avaliar a toxicidade de diversas substancias (toxinas de
plantas, micotoxinas, farmacos, aditivos alimentares etc.) as quais os ruminantes

possam estar expostos.

De maneira geral, as agéncias regulamentadoras preconizam a utilizagao de
quatro grupos de animais: um controle e mais outros trés, nos quais os animais
receberao as diferentes doses da substancia a ser testada. As doses utilizadas sao
determinadas da seguinte forma: uma dose que produza efeitos toxicos, uma com a
qual os animais ndao devem manifestar qualquer alteragao de toxicidade e uma outra
dose, intermediaria entre estas. (WHO, 1967; USEPA, 1991).

O estudo realizado por Schumaher-Henrique (2005) mostrou que fémeas
gestantes, que ingeriram as folhas de /. carnea, na dose de 7,5 g/kg/dia tiveram
alteracdes clinicas, com sinais nervosos muito evidentes, bem como alteragdes
bioquimicas e reprodutivas significantes. Assim, a partir destes dados, estabeleceu-
se que na presente pesquisa iriam ser utilizadas doses menores de planta que
aquelas (foram, portanto, utilizadas aqui as doses de 1, 3 e 5 g/kg/dia de folhas de /.
carnea), visando, desta maneira, reduzir os efeitos toxicos da planta sobre as maes
e o possivel efeito indireto no concepto, pois € amplamente conhecido que a
toxicidade materna é um fator responsavel por alteragdes no desenvolvimento fetal
(KHERA, 1984).

De fato, devido as caracteristicas inerentes a estes sinais promovidos pela
planta, tais como tremores de cabeca, andar cambaleante, entre outras alteracbes
indicativas de comprometimento cerebelar, poderia acarretar em dificuldades
locomotoras, fazendo com que as fémeas tivessem menor capacidade de buscar o
alimento e assim levar ao quadro de estresse, altamente indesejavel no periodo
gestacional. Neste sentido, varios sdo os trabalhos que correlacionam o estresse

materno, ndo s6 com o préprio desenvolvimento fetal, como principalmente com
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efeitos comportamentais pds-natais da prole destas méaes (HUIZINK et al., 2004;
KRANENDOLNK et al., 2006). Assim, esta alteragdo, pode-se supor, interferiria
significantemente nos experimentos comportamentais realizados neste trabalho.
Além disso, no estudo realizado por Schumaher-Henrique (2005), foi observado que
a manifestagao clinica da intoxicacao por /. carnea em cabras, independentemente
da fase da gestagcdo, poderia resultar em aborto ou morte pds-parto, o que

certamente comprometeria a continuidade do experimento.

Mesmo utilizando-se doses que provavelmente ndo promoveriam alteracdes
neuroldgicas na gestante, ja logo apds o inicio da administragdo da planta avaliou-
se diariamente a ocorréncia de sinais clinicos de origem cerebelar, caracteristicos
da intoxicacdo por /. carnea; no entanto, estas alteragbes ndao se mostraram

presentes nestes animais durante toda a prenhez.

Embora ndo tendo sido observada a presenca dos sinais clinicos
caracteristicos da intoxicagao pela I. carnea, verificaram-se alteracbes importantes
na esfera reprodutiva das fémeas; assim, duas cabras, sendo uma pertencente ao
grupo 3 g/kg/dia de I. carnea e outra ao grupo 5 g/kg/dia de /. carnea, apresentaram
aborto. Ainda, duas gestantes, que receberam a maior dose da planta,
apresentaram morte fetal no inicio da gestacdo. Como a pesquisa por agentes
infecciosos responsaveis por abortamentos de maior incidéncia para caprinos no
Brasil (Mycoplasma sp., Brucella sp., Toxoplasma sp. e Leptospira sp.) resultou
negativa, pode-se hipotetizar que foi a /. carnea a responsavel por estes efeitos.
Ainda, verificou-se que uma fémea, pertencente ao grupo de animais tratados com a
dose intermediaria de I. carnea, veio a 6bito no inicio do terco final de gestacéo; no
entanto, pouco pode se conjecturar sobre o motivo, haja vista que este animal
morreu durante a noite, inviabilizando, desta maneira, a realizagdo do estudo

necroscopico.

O peso corporal € um dos parametros mais importantes e o mais utilizado em
toxicologia para indicar efeitos de uma determinada substancia no organismo animal
(STEVENS; GALLO, 1989). No presente trabalho nao foi verificada nenhuma
alteragao significante referente ao peso das fémeas durante a gestagao entre os
diferentes grupos estudados. Estes dados sao dispares daqueles obtidos por outros
pesquisadores, tanto em fémeas gestantes (SCHUMAHER-HENRIQUE, 2005),
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como em machos e fémeas adultas (TOKARNIA et al., 1960; DE BALOGH et al.,
1999; SCHUMAHER-HENRIQUE et al., 2003).

Uma hipotese que pode justificar esta discrepancia relacionada ao peso de
fémeas tratadas com a planta, entre o resultado aqui obtido e aqueles verificados
em outros estudos, seria de que na presente pesquisa foram utilizadas doses de |.
carnea menores que as empregadas nos trabalhos anteriores. Reforga esta
conjectura, o fato de que, enquanto que nas outras pesquisas anteriormente
referidas, os animais manifestaram sinais claros de intoxicagao pela planta (isto €,
alteragdes neurologicas), tal fato nao foi observado nas cabras experimentais aqui
avaliadas. Uma vez que Schumaher-Henrique (2005) propde que a diminuigdo do
peso e do ganho de peso total, verificado em todas as fémeas tratadas com a /.
carnea, estaria relacionada a dificuldade locomotora e, consequentemente, o
acesso ao alimento, haja vista que estes animais ndo apresentavam anorexia, é
plausivel se supor que, como 0s animais nesta pesquisa ndo manifestaram sinais
clinicos de efeitos neurotdéxicos que pudessem comprometer a locomocgdo, a

ingestao de alimentos ocorreu de maneira adequada.

A analise bioquimica € uma importante ferramenta que auxilia o diagnostico
de pacientes intoxicados, sendo que a correta escolha dos parametros a serem
analisados € muito importante para a avaliacdo adequada do comprometimento de
cada orgao ou sistema (HASCHEK; ROUSSEAUX, 1998). Em um estudo com
ovelhas, Stegelmeier et al. (1998) verificaram que o clearance de suainsonina no
musculo esquelético, coragcdo e soro sanguineo foi semelhante a sua meia vida
plasmatica, que é de 20 horas; ja no figado, rim e péncreas a meia vida da
suainsonina foi ao redor de 60 horas. Logo, € factivel se supor que o contato da
suainsonina com o tecido hepatico, renal e pancreatico € maior que nos demais
orgaos; portanto, provavelmente deveria haver alteragdes funcionais e/ou
morfolégicas particularmente nestes o6rgédos. De fato, o estudo realizado por
Schumaher-Henrique (2005) com cabras gestantes mostrou, por meio da avaliagéo
bioquimica, que esta planta promoveu alteracdo na fungao hepatica e renal. Dados
estes confirmados por este mesmo autor, por meio do estudo histopatoldgico, que
evidenciou significantes alteragdes, traduzidas por vacuolizagcbes das células, tanto

no figado como nos rins.
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O presente estudo ratificou estas alteragdes na avaliagcdo bioquimica do
figado. Verificou-se aumento dos niveis séricos das enzimas AST e FA; porém, a
dosagem de substdncias que avaliam a funcao renal (niveis séricos de uréia e
creatinina), n&o revelou comprometimento deste 6rgdo. Embora, ndo seja possivel
concluir o porqué da ndo observacao de alteragdes na fungao renal nos animais dos
diferentes grupos experimentais, haja vista que nao foi realizado o exame
histopatolégico deste érgao, € plausivel levantar a hipétese de que a dose de |
carnea aqui utilizada ndo promoveu alteragdes significantes no parénquima renal
que acarretasse em comprometimento de suas funcdes. Reforgca esta suposi¢cao os
dados provenientes da pesquisa conduzida por De Balogh e colaboradores (1999),
0s quais verificaram que foram discretas as alteragbes dos niveis séricos de uréia
em caprinos machos adultos tratados com doses elevadas de /. carnea, mesmo
naqueles animais cuja histopatolégica revelou vacuolizagdo de células epiteliais

tubulares.

Em relagcdo ao estudo dos efeitos no concepto, os resultados referentes as
mensuragdes fetais por ultrassonografia ndo revelaram nenhuma alteragdo nos
diferentes parametros fetais avaliados, diferente dos dados obtidos por Schumaher-
Henrique (2005), que mostraram alteragcdo nos movimentos fetais em diferentes
semanas de observacdo, em todos os animais dos grupos experimentais. No
entanto, deve-se reforcar a importancia da ultrassonografia para a avaliagdo do
desenvolvimento fetal, uma vez que esta ferramenta se mostrou bastante util,
permitindo acompanhar o desenvolvimento do concepto em diferentes periodos
gestacionais de forma facil e precisa. Além disto, os neonatos avaliados na presente
pesquisa nao mostraram, ao nascimento, qualquer alteragdo morfoldgica, ao
contrario do verificado naquele estudo conduzido por Schumaher-Henrique que
constatou alteragées como contraturas multiplas e artrogripose, correlacionando as
mesmas com a diminuigdo dos movimentos fetais, avaliados na ultrassonografia.
Portanto, embora neste momento néo seja possivel inferir sobre a discrepancia de
resultados na ultrassonografia obtidos nestes dois estudos, a presente pesquisa
ratifica a suposicdo de que ha, de fato, correlacdo entre a diminuicdo dos
movimentos fetais e desenvolvimento inadequado de ossos, tenddes e ligamentos
de mdusculos, ja que aqui ndo houve alteragdo nos parametros avaliados por

ultrassom e nem se constatou alteragdes morfoldgicas no neonato.
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Um importante parametro na toxicologia do desenvolvimento é o peso ao
nascimento (WHO, 1967; USEPA, 1991). Na presente pesquisa, foi observada uma
reducao do peso ao nascimento dos filhotes de maes pertencentes ao grupo que
recebeu a dose de 5 g/kg/dia de I. carnea durante a gestagédo, quando comparados
aos filhotes de méaes do grupo controle. Esta redugcédo do peso também foi verificada
quando se realizou a administracdo de /. carnea a ratas gestantes (HUEZA et al.,
2003, 2007) e pode estar relacionada ao efeito da suainsonina, que promove
potente inibicdo, tanto da a-manosidase lisossomal (TULSIANI; TOUSTER, 1983)
como da manosidase Il do complexo de Golgi (STEGELMEIER et al., 1995). Além
disto, também pelo efeito das calisteginas B2 e C1, que inibem a enzima [-
glicosidase (ASANO et al., 1995). Assim, a inibicado destas enzimas levaria a nao
metabolizagcdo de oligossacarideos e, consequentemente, a alteragbes na sintese,
no processamento e no transporte de glicoproteinas, promovendo, desta maneira, o

inadequado crescimento celular e, consequentemente, menor peso.

Interessante observar que no estudo conduzido por Schumaher-Henrique
(2005), no qual foram empregadas doses maiores que aquelas aqui utilizadas, nao
houve diferengas significantes no peso ao nascimento dos filhotes pertencentes aos
diferentes grupos de tratamentos, mesmo tendo ocorrido malformagdes. No entanto,
deve-se considerar que o peso dos filhotes ao nascimento pode ter sido influenciado
pela quantidade de partos gemelares. Neste sentido, sabe-se que neonatos gémeos
tém, em média, peso menor que aqueles que tiveram a gestagao solitaria (DWYER;
LAWRENCE, 1998). De fato, naquela pesquisa conduzida por Schumaher-Henrique
(2005), verificou-se que dentre os partos de fémeas que ndo foram tratadas com a /.
carnea, 60% eram gemelares e 20% trigemelares, enquanto que dentre as cabras
pertencentes aos diferentes grupos que receberam a planta, verificou-se apenas

20% de partos gemelares e nenhum parto trigemelar.

Apesar de muito importante para o sucesso reprodutivo dos animais, estudos
detalhados quanto ao comportamento perinatal de ruminantes s6 comecaram a ser
realizados na década de 1970, sendo a bovina e a ovina, as primeiras espécies de
ruminantes avaliadas (SELMAN et al.,1970a,b; KILGOUR, 1972). Atualmente,
existem diversos estudos relativos a avaliagdo deste comportamento em
poligastricos (OWENS et al., 1985; HOUWING et al., 1990; RAMIREZ et al., 1997;
POINDRON et al., 2007).
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A relacdo entre a mae e o neonato em ruminantes €, na atualidade, muito
bem caracterizada. Desta forma, sabe-se que os neonatos destas espécies sao
precoces e conseguem certa independéncia pouco tempo depois do parto, ao
contrario do que ocorre com outras espécies convencionais de laboratério, como os
roedores e o coelho, que ndo conseguem andar e precisam, por isto, permanecer
nos ninhos sob os cuidados maternos por varios dias. (NOWARK et al., 2000;
POINDRON et al., 2007). Assim, pode-se supor que o correto desenvolvimento
neurologico € de fundamental importancia para os ruminantes, uma vez que, o
neonato depende da sua precocidade e independéncia para a sobrevivéncia durante
o periodo perinatal.

Logo apds o parto, as cabras iniciam seus cuidados maternos lambendo o
filhote, realizando, em um primeiro momento, a limpeza da cabec¢a e das narinas
ajudando, desta forma, o recém-nascido a se livrar das membranas fetais e
promovendo a melhora da sua respiracdo (LICKLITER, 1985 e RAMIREZ et al.,
1997). Além disso, os movimentos de lamber e cheirar o filhote realizado pelas
fémeas nas primeiras horas de vida de sua cria sao responsaveis por estimular
tanto a respiragdo como a circulagéo sanguinea (BARCROFT, 1946). De uma forma
geral, estes cuidados maternos com o filhote vao promover excitagcdo no filhote,
ajudando-o0 a permanecer em estagdo e a mamar, melhorando a sua viabilidade
(RAMIREZ, 1997). Outra caracteristica inerente aos cuidados maternos logo apés o
parto, diz respeito ao “lago” entre mae e filhote, formado neste momento
(HERSCHER et al., 1963; POINDRON et al., 2007). Esta ligagdo fara com que
ambos se reconhegam facilmente durante todo o periodo de amamentacao. Este
reconhecimento entre mae e filho é fundamental, pois a mae dedica-se apenas
ao(s) seu(s) filhote(s), permitindo que somente o(s) mesmo(s) mame(m) em seus
tetos (ADDAE, 1999).

No presente estudo, observou-se que as fémeas que ingeriram as maiores
doses de I. carnea (3 e 5 g/kg/dia) tiveram uma redugao na atencdo dedicada ao
filhote, traduzida por diminuicdo na quantidade de vezes em que estas cabras
cheiraram e lamberam seus filhotes (nos trés primeiros periodos, bem como no
pouco tempo que despenderam dando atencdo aos seus recém-nascidos, na
primeira e segunda hora apds o nascimento. E possivel supor que, mesmo néo

tendo havido sinais clinicos caracteristicos da intoxicacdo por I. carnea, as doses
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aqui empregadas durante a gestacdo foram suficientes para promover alteragbes
comportamentais nas fémeas imediatamente apds o nascimento de seus filhotes.

Um fato interessante € que a andlise dos dados relativos ao numero de
cheiradas e lambidas maternas ndo mostrou alteragc&o significante no 4° periodo de
observacéo (60-120min pds-natal), mesmo naquelas fémeas tratadas com a maior
dose da planta. No entanto, deve-se considerar que ha uma tendéncia dos cuidados
maternos diminuirem ao longo da primeira hora apdés o parto (ATROSHI;
OSTERBERG, 1979).

E importante salientar os resultados obtidos quanto aos filhotes nas primeiras
horas de vida apds o parto. Assim, os neonatos dos grupos experimentais se
mostraram mais débeis que os filhotes provenientes de maes nao tratadas com a
planta, apresentando incapacidade para realizar comportamentos esperados nos
recém-nascidos nos primeiros 15min apds o nascimento. De fato, a analise dos
dados relativos a tentativa de o animal se colocar em estagao, evidencia claramente
uma diminuicao significante deste comportamento naqueles filhotes provenientes de
maes tratadas com a planta, nesta primeira fase de observacédo (15min apos o
nascimento). Ainda, verificou-se que nesta mesma fase houve aumento nos
movimentos de pedalar nestes filhotes de fémeas experimentais. Esta alteracao
esta diretamente relacionada a falta de vigor e a incapacidade dos filhotes tentarem
levantar e/ou ficarem em estacdo, pois os mesmos nao apresentavam aptidao para
posicionar os membros abaixo do tronco e, assim, levantarem-se.

Esta analise mostrou ainda, que os filhotes do grupo controle tiveram éxito
em manter-se em estacdo, em um periodo médio de 8 min apdés o nascimento;
enquanto que aqueles filhotes cujas maes ingeriram 5 g/kg/dia de [. carnea
apresentaram uma laténcia de tempo muito maior para realizar este comportamento
(ao redor de 60min). Este fato refletiu diretamente no tempo de permanéncia em
estagcdo na primeira hora de nascimento; assim, enquanto os neonatos do grupo de
fémeas nao tratadas com a planta permaneceram em estagcdo, em média, 39 min,
aqueles filhotes do grupo de cabras que recebeu a maior dose da planta,
mantiveram-se em estacéo, em média, somente 2 min nesta primeira hora de vida.

Uma vez que, para realizar o ato de mamar €& necessario, como primeira
agao, que o neonato consiga manter-se em estagao e, logo em seguida, va ao
encontro de sua mae, comportamento este verificado nos filhotes de maes

controles, mas n&o naqueles neonatos provenientes dos diferentes grupos
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experimentais, pode-se concluir que aqueles cabritos, provenientes de maes
tratadas com a I. carnea, ndao lograram éxito em realizar adequadamente e no
periodo de tempo suficiente, a primeira mamada, sendo este efeito dose-
dependente. Estes dados aqui obtidos foram muito semelhantes aqueles
provenientes de estudos realizados em ovinos, com a Oxytropis sericea, planta que
também possui a suainsonina como principio ativo téxico (PFISTER et al., 2006a,b);
assim, naquelas pesquisas também foram observadas alteragdes comportamentais
tanto nas fémeas que receberam esta planta, como nos seus filhotes.

Estas alteragdes observadas nas duas horas apds o parto, naqueles filhotes
provenientes de maes tratadas com a planta, comprometem significantemente a
ingestao do colostro. Como é amplamente conhecido, a absor¢cdo dos anticorpos
maternos pelos enterécitos do filhote tende a diminuir progressivamente apds o
parto (RAJALA; CASTREN, 1995; BLUM, 1996); assim, é factivel supor que estes
neonatos terdao déficit na imunidade passiva, pois quanto mais tarde o colostro for
ingerido, menor sera a absorcdo de imunoglobulinas. Este fato pode ser
determinante para a sobrevivéncia do recém-nascido, pois a deficiéncia na
transferéncia passiva de imunoglobulinas leva a inanicdo e aumento da
suscetibilidade a infecgdes, como por exemplo, as onfalites, tdo caracteristicas
neste periodo de desenvolvimento (BRENNER, 1991), e que normalmente resultam
em bacteremia, septicemia e morte (HATHAWAY, et al. 1993)

Estudos conduzidos por James (1971) em ovinos e por Schumaher-Henrique
(2005) em caprinos, claramente evidenciaram que a ingestdo de plantas que
contenham suainsonina por fémeas gestantes pode causar significantes alteragdes
no SNC do neonato. Ainda, em relacdo a I. carnea, Schumaher-Henrique (2005)
mostrou que as lesdes no SNC de filhotes, cujas méaes ingeriram esta planta durante
a gestacado, caracterizavam-se por vacuolizagdo e perda das células de Purkinje,
gliose e medula espinhal com perda de neurénio motor.

Por outro lado, sabe-se que os animais em desenvolvimento passam por
periodos criticos de maturacdo, sendo um deles o desenvolvimento pds-natal do
cérebro. Em mamiferos, este periodo do desenvolvimento esta associado a diversas
alteragdes bioquimicas (ERIKSSON,1997); portanto, qualquer evento que possa
conturbar tal processo, como a exposi¢cao a um agente toxico neste periodo, podera
vir a alterar significantemente o desenvolvimento pdés-natal. Portanto, pode-se

sugerir que os dados relativos as alteragbes observadas nas duas primeiras horas
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naqueles filhotes provenientes de cabras tratadas com a /. carnea estéo diretamente
relacionadas as alteragées no SNC destes animais.

Os resultados obtidos com o teste de discriminacao (realizado com 12 e 36 h
de vida do filhote), no qual o filhote precisava visualizar ambas as fémeas, fazendo
a distincdo entre a sua mae e a outra cabra e ainda transpor obstaculos para entio
aproximar-se dela, claramente evidenciaram que existem diferencas entre os
filhotes provenientes de maes tratadas ou ndo com a planta. Neste sentido, foi
nitidamente observado que aqueles filhotes, cujas mées ingeriram as diferentes
doses de [ carnea, apresentaram dificuldades de locomocdo e se mostravam
indiferentes aos chamados maternos. Conseqlientemente, o periodo de tempo
despendido por estes animais para se deslocarem até as duas fémeas foi
significantemente maior que aquele gasto por animais do grupo controle. Ainda, este
mesmo teste mostrou a dificuldade dos filhotes experimentais em distinguir entre a
sua mae e a outra cabra utilizada no teste.

Existem certos comportamentos maternais bastante caracteristicos da
espécie caprina, um destes € o comportamento “ocultador’ da prole pela fémea
(LENT, 1974); assim, enquanto as maes pastam e vao a procura de alimentos, seus
filhotes ficam escondidos esperando o seu regresso. Essa estratégia é utilizada para
evitar predadores; porém, o sucesso deste procedimento dependera da capacidade
do filhote em aprender a distinguir a sua méae a distancia, ndao a confundindo, por
exemplo, com predadores. Outro comportamento materno caracteristico da espécie
caprina € o aprendizado da fémea em distinguir entre os seus filhotes e o de outras
nas primeiras horas pos-parto (HERSCHER et al., 1963; POINDRON et al., 2007);
desta maneira, a cabra permite que apenas seu filhote mame em seus tetos, sendo
os filhotes estranhos imediatamente rechagcados (ADDAE, 1999).

Muitos sdo os procedimentos que podem ser empregados para avaliar o
aprendizado das diferentes espécies (MATZEL et al., 2003) Desta maneira, podem ser
citados estudos de aprendizado em equinos (MCLEAN, 2004), ovelhas (LEE;
COLEGATE; FISHER, 2005) e bovinos (BROUCEK; KISAC; UHRINCAT, 2003).
Porém, poucos séo os trabalhos que correlacionam o aprendizado de animais de
producdo com a ingestdo de substancias toxicas ou a neuroteratologia. Portanto,
propds-se na presente pesquisa realizar tal estudo e para tal, foram utilizados
basicamente cinco tipos de labirintos diferentes para avaliagdo de aprendizado: um

labirinto progressivo, no qual foram testados animais ainda na sua primeira semana
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de vida (2, 4 e 6 dias de vida), conforme proposto por Pfister e colaboradores
(2006b). E outros quatro labirintos de campo fechado (“Hebb-Willians A, B, C e D”),
conforme proposto por “Hebb-Willians” (1946). Sendo estes ultimos realizados mais
tardiamente com animais (2, 4 e 6 semanas de idade).

Com relagédo ao labirinto progressivo, verificou-se que o tempo despendido
pelos filhotes dos grupos tratados com as maiores doses de /. carnea para iniciar e
concluir o labirinto progressivo foram significantemente elevados quando
comparados com o0s animais controle, nas trés etapas de teste realizadas
respectivamente com: 2, 4 e 6 dias de vida do filhote. Ainda, a analise dos dados
relativos as diferentes etapas do labirinto progressivo mostrou claramente que o
periodo de tempo gasto pelos filhotes provenientes de fémeas que nao receberam a
planta, tornava-se cada vez menor a cada etapa de testes; porém, o mesmo nao foi
evidenciado por aqueles cabritos de maes tratadas com a I. carnea nas doses de 3
e 5 gkg/dia. Portanto, a avaliagdo neurocomportamental aqui utilizada revelou um
deficit no aprendizado naqueles animais dos grupos de maes tratadas com a planta
durante a gestacéo.

A melhora no tempo de conclusao do labirinto progressivo observada a cada
etapa nos animais do grupo controle indica que estes animais ainda retinham em
sua memoria a etapa anterior, fato que fazia com que o teste fosse executado mais
rapidamente a cada etapa. De fato, um estudo realizado com ovinos adultos no qual
os animais foram expostos, repetidas vezes, ao mesmo labirinto, evidenciou que
esta espécie é capaz de reter memodrias espaciais por pelo menos trés dias (LEE;
COLEGATE; FISHER, 2005).

Os labirintos de campo fechado sao utilizados ha muito tempo para avaliar o
aprendizado e a memoria em diferentes espécies animais. Neste sentido, diversos
sdo os estudos que utiliza ratos como sujeito experimental (Bond; DiGiusto, 1978;
Kobayashi; Ohashi; Ando, 2002). Porém, poucas sao as pesquisas que visam
realizar avaliagbes em labirintos com animais de produgdo, particularmente os
ruminantes. Em um destes estudos pioneiros, Carson e colaboradores (1974),
avaliaram as alteragcdes comportamentais decorrentes da exposi¢ao ao chumbo em
ovelhas, com diferentes testes comportamentais, entre estes foram realizadas
avaliagbes com labirinto. Porém, estes autores n&o observaram alteragdo de
performance neste aparelho, naqueles filhotes cujas mé&es receberam chumbo

durante a gestacdo. Recentemente, Lee et al. (2005) realizaram um experimento
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com ovelhas, no qual os animais foram divididos em dois grupos: um controle e um
experimental, no qual os animais recebiam, 30 min antes da avaliacao no labirinto,
uma dose de escopolamina, um antagonista muscarinico. Os animais que foram
submetidos a esta substancia apresentaram deficit no aprendizado, sendo este
prejuizo traduzido por um maior tempo para conclusdo do percurso no labirinto.
Outros estudos, utilizando-se o labirinto para avaliagdo de ovinos mostram
alteragdes de cognicdo em animais submetidos a diferentes toxicantes (LEE;
COLEGATE; FISHER, 2005; PFISTER et al., 2006b) Portanto, embora ndo haja
ainda um corpo grande de estudos, utilizando-se o labirinto como ferramenta para
avaliacdo de aprendizado em animais de criagdo, como o0s ja muito bem
estabelecidos para ratos (BARNETT 2007), certamente este aparelho é bastante
confiavel para a avaliagado deste parametro também em animais de criagéo.

Na presente pesquisa, a reuniao dos dados provenientes das avaliacbes com
os labirintos “Hebb-Williams” mostraram, de maneira geral, que os animais dos
grupos de maes tratadas com a planta apresentaram uma laténcia de tempo maior
para realizar as tarefas nos diferentes periodos avaliados, até a 6% semana de vida.
Além disto, ficou evidente que os filhotes provenientes de maes tratadas com a /.
carnea apresentaram de forma significante maior numero de erros no percurso que
aqueles filhotes de maes que nao receberam a planta. Portanto, a avaliagao
neurocomportamental, nesta pesquisa, utilizando-se estes diferentes labirintos
permitiu observar claramente que os filhotes de mées expostas a planta durante o
periodo gestacional apresentaram maior dificuldade em se localizar no ambiente e
em aprender como chegar ao objetivo.

Estes dados aqui obtidos poderao ter importantes implicagdes na criagcéao
animal; assim, extrapolando-se estes dados para condigdes a campo, pode-se
supor que estas alteragdes verificadas nos filhotes, os quais apresentaram um
déficit de memodria, bem como de orientacido espacial, podera levar a problemas de
manejo e consequentemente grandes prejuizos econdmicos, uma vez que, por
exemplo, os animais rettm na memoria o local onde se localiza as melhores
pastagens. (DUMONT; PETIT, 1998).

Concluindo, os dados provenientes nesta pesquisa corroboram com os
trabalhos anteriores, tanto em animais de laboratério (SCHWARZ et al.,2003;
HUEZA et al.,2003), como em caprinos (SCHUMAHER-HENRIQUE, 2005),

evidenciando que a exposicdo a [ carnea durante a gestagdo promove efeitos
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téxicos, tanto nas maes como nas suas proles. Além disto, verificou-se que estes
animais (maes e filhotes) apresentam alteragdes neurocomportamentais
significantes no pods-parto. Sugere-se que tais modificagdes no comportamento
podem comprometer a sobrevivéncia dos filhotes. Ainda, propde-se a incorporagao
dos testes de avaliacdo neurocomportamental, aqui apresentados, nos protocolos

de avaliagao de teratogenicidade para ruminantes.
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6 CONCLUSAO

A administracdo de I. carnea a cabra gestantes, mesmo em doses baixas, foi
capaz de produzir, efeitos toxicos significantes, tanto na fémea, quanto na sua prole,

sendo estas alteracdes caracterizadas por:
e Morte fetal;
e Abortamento;
e Alteracido do comportamento materno.
e Alteracdo no peso do filhote ao nascimento

e Nascimento de filhotes fracos, com dificuldades de locomocgdo, de se
manterem em estacgao e de ingerir o colostro apds o parto;

e Filhotes com déficit de memodria, com dificuldade de aprendizado e

discriminacao materna.

Com base nestes resultados é possivel concluir que a I. carnea pode ser uma
planta de grande impacto na criagao animal, pois além dos efeitos toxicos ja bem
caracterizados em animais adultos, ha implicagdes significantes no que se refere a
esfera reprodutiva, mesmo quando gestantes s&o expostas a doses baixas da
planta, pois embora ndo sejam observadas malformacées nas proles, estas
apresentam significantes alteragdes comportamentais, as quais podem

comprometer a sobrevida do neonato.

Ainda, que o protocolo proposto para avaliagdo de neuroteratologia foi capaz de
detectar alteragbes sutis no comportamento dos filhotes, sendo, portanto, sugerido
que o mesmo deva ser incluido no protocolo de avaliagdo de teratogenicidade em

ruminantes.
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