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RESUMO

Com o objetivo de caracterizar alteracdes reprodutivas em cabras com doenca de deposito
lisossomal induzida pelo consumo de Ipomoea carnea subsp. fistulosa, foram utilizadas seis
fémeas caprinas, distribuidas em grupo controle e grupo teste, formado por dois e quatro
animais, respectivamente. As fémeas do grupo teste receberam misturadas a ragéo, I. carnea,
contendo 0,02% de swainsonina na dose de 2g/ kg de Peso Vivo durante 60 dias. Foram
realizados exames clinicos e neuroldgicos, utilizando o Head Raising Test e Stand up Test. As
fungdes reprodutivas foram avaliadas atraves de citologia vaginal, avaliagfes laparoscépicas
dos ovarios, analises histopatologicas do Utero, tubas uterinas, ovarios, hipofise, tiredide,
encéfalo, pancreas, rins e figado, além de dosagem de progesterona (ELISA). As
concentracOes de progesterona foram analisadas pelo programa SAEG 7.0, aplicando anéalise
de variancia e regressdo. Alteracdes reprodutivas foram observadas apés 25 dias de inicio do
fornecimento da planta e ndo cursaram com sinais neuroldgicos caracteristicos de doenca de
depdsito lisossomal. Estes sé foram manifestados apds 40 dias de consumo de 1. carnea. Na
fase de adaptacéo, todas as fémeas apresentaram cio, ovulacdo e citologia vaginal compativel
com as fases do ciclo. A partir de 21 dias de experimento, as fémeas do grupo teste nédo
demonstravam comportamento de cio. A andlise dos esfregacos vaginais demonstrou
alteracdes a partir do segundo ciclo avaliado, que consistiram de celularidade incompativel
com a fase do ciclo estral, diferindo das fémeas controles. A laparoscopia observou-se
auséncia de ovulacdo durante o periodo experimental, com observacdo de recrutamento
folicular. As concentracOes de progesterona das fémeas teste e controles ndo diferiram entre
si, levando em consideracdo as dosagens de todo o periodo experimental. Na avaliacdo do
periodo correspondente aos dois Ultimos ciclos, houve diferenca significativa. Foram
observadas vacuoliza¢des em neur6nios de Purkinje, células foliculares da tiredide e epiteliais
do pancreas e em hepatdcitos. Foi observada vacuolizacdo e degeneracdo das células da teca.
Concluiu-se que fémeas caprinas intoxicadas por |. carnea, mesmo que em pequenas
quantidades da planta, podem apresentar alteragdes reprodutivas. A doenga de depoésito
lisossomal por ingestédo de swainsonina, além do sistema nervoso central, afeta a reprodugéo
desses animais, comprometendo o ciclo estral por alteragdes no perfil hormonal da

progesterona, provavelmente associadas a lesdes celulares nos ovarios.

Palavras-chave: Plantas toxicas, swainsonina, falhas reprodutivas, caprinos, reproducéo.



ABSTRACT

The objective of this study was to characterize reproductive failures in goats with lysosomal
deposit disease induced by the consumption of Ipomoea carnea subsp. fistulosa, using six
goat females, divided in control group and test group, formed by two and four animals,
respectively. The test group females were feed with commercial ration mixed with |. carnea,
containing 0.02% swainsonine at a dose of 2 g / kg of Live Weight for 60 days. Clinical and
neurological examinations were performed using the Head Raising Test and Stand up Test.
The reproductive functions were evaluated through vaginal cytology, laparoscopic evaluations
of the ovaries, histopathological analyzes of the uterus, uterine tubes, ovaries, pituitary,
thyroid, encephalon, pancreas, kidneys and liver were performed, as well as serum
progesterone through ELISA. The progesterone concentrations were analyzed by the SAEG
7.0 program, applying analysis of variance and regression. Reproductive failures were
observed after 25 days of initiation of the plant supply and did not present with nerve signals
characteristic of lysosomal deposit disease. These were only manifested after 40 days of
consumption of I. carnea. In the adaptation phase, all females (test group and control group)
presented estrus, ovulation and cytology compatible with the phases of the cycle. From 21
days of experiment, the females of the test group showed no estrus behavior. Analysis of the
vaginal smears showed changes from the second cycle evaluated, which consisted of
cellularity incompatible with the estrous cycle phase, differing from the control females.
Laparoscopy showed no owvulation during the experimental period, with observation of
follicular recruitment. Serum progesterone concentrations of test and control goats did not
differ from each other, taking into account the dosages throughout the experimental period. In
the evaluation of the period corresponding to the last two cycles, there was a significant
difference. Vacuolation lesions were observed in Purkinje neurons, follicular thyroid cells,
pancreatic epithelial cells and hepatocytes. Vacuolation and degeneration of the teak cells
were observed. It was concluded that goats intoxicated by Ipomoea carnea subsp. fistulosa,
even in small amounts of the plant, may present reproductive failures. Lysosomal storage
disease due to swainsonine intake, in addition to the nervous system, also affects the
reproduction of goat females, compromising the estrous cycle due to changes in the

progesterone hormone profile, probably associated with cell lesions in the ovaries.

Keywords: Toxic plants, swainsonina, reproductive failures, goats, reproduction.
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1.INTRODUCAO

Ipomoea carnea subsp. fistulosa é uma planta toxica de caracteristica arbustiva,
ereta e leitosa da familia Convolvulaceae, amplamente distribuida no Nordeste do Brasil onde
é conhecida popularmente como, “algodao-bravo”, “algodoeiro”, “canudo”, “capa-bode” e
“manjorana” (FREY, 1995; TOKARNIA et al., 2012; AUSTIN & HUAMAN, 1996).
Swainsonina e calisteginas foram isolados de folhas moidas de I. carnea subsp. fistulosa e
identificadas como o principio ativo da planta (De BALOGH et al., 1999; HARAGUSHI et
al., 2003), responséavel por Doenca de Dep6sito Lisossomal (DDL) em caprinos (ARMIEN et
al., 2007; De BALOGH et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; SILVA
et al., 2006), bovinos (ANTONIASSI et al., 2007), e em ovinos (ARMIEN et al., 2011).

As células afetadas ficam com um aspecto tumefeito, devido a vacuolizacdo que
ocorre em decorréncia da acdo da swainsonina, que inibe as enzimas alfa-manosidase
lisossomal e alfa-manosidase Il do aparelho de Golgi. As atividades dessas enzimas quando
diminuidas, resultam no acumulo lisossomal de oligossacarideos ndo metabolizados,
causando dilatacdo da organela (De BALOGH et al., 1999; RIET-CORREA et al., 2011). O
comprometimento das células resulta em disfuncdo na adesdo celular a moléculas, horménios
e receptores de membranas, levando a manifestacdo dos sinais clinicos (RIET-CORREA et
al., 2009).

Animais intoxicados demonstram principalmente sinais de origem nervosa,
caracterizados por desordens cerebelares como incoordenacdo, hipermetria, tremores,
desequilibrio e outras alteracdes motoras e proprioceptivas (ARMIEN et al., 2011; LIMA et
al., 2013). Outros sinais, tais como sonoléncia, emagrecimento progressivo, pelos arrepiados,
opacos e quebradicos também podem ser observados (OLIVEIRA et al., 2009; TOKARNIA
etal., 2012; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).

AlteracBes reprodutivas sdo pouco relatadas nas doencas de deposito lisososmal
resultantes de intoxicacdes por I. carnea subsp. fistulosa. Porém, ja se sabe que essa planta
afeta seriamente a reproducgdo de animais de criagdo (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2011).
Desordens reprodutivas ja foram descritas por Armién et al. (2011) e Gotardo et al. (2012), e
consistiram de aborto e alteragBes teratogénicas, respectivamente. Gotardo et al. (2014)

concluiram que 1. carnea subsp. fistulosa & um potencial desregulador endocrino para a
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espécie caprina. Estudando os efeitos da intoxicacdo para a reproducdo, os autores relataram
alteracbes hormonais e espermaéticas relacionadas a degeneracdo vacuolar de células de
Sertoli,

Em condicBes de campo, observa-se distdrbios reprodutivos em fémeas caprinas
criadas sob pastagens invadidas por essas plantas. E apesar da importancia econdmica,
notadamente em criagOes extensivas, valores sobre perdas reprodutivas causadas por abortos,
infertilidade e malformaces associadas ao consumo de plantas toxicas também sdo raramente
obtidos (PESSOA et al., 2013). Recentemente, Gotardo et al (2016) concluiram que fémeas
caprinas que ingerem I. carnea durante a gestacdo, desenvolvem menos aptiddo materna,
demonstrando menor dedicacdo as crias, comprometendo a sobrevivéncia dos cabritos. Os
autores verificaram ainda que suas crias apresentavam maior dificuldade para manter-se em
pé, comprometendo sua amamentacao e a aquisicdo da imunidade passiva.

Diante da importancia econdbmica que as perdas reprodutivas representam para a
pecuaria, € 0S prejuizos evidentes no cenario da caprinocultura, esse estudo objetiva
caracterizar as alteracGes reprodutivas em fémeas caprinas com doenca de deposito lisossomal
induzida pelo Ipomoea carnea subsp. fistulosa, uma planta amplamente distribuida nas
pastagens, principalmente na regido semiarida do Nordeste do Brasil, ocorrendo também em

outras regides.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caprinocultura

A regi&o Nordeste do Brasil possui uma 4rea de 1.662.947 km? e nela esta inserida a
regido semiarida que totaliza, aproximadamente, 969.589 km? (IBGE, 2008). O clima
caracteristico da regido é o tropical seco, com evaporagdo excedendo a precipitacdo, uma
estacdo chuvosa curta e de verdo-outono bem definidos (ARAUJO FILHO et al., 1995). Essas
caracteristicas climaticas favorecem a exploracdo pecuéria da espéecie caprina que tem como
caracteristicas rusticidade e adaptabilidade as condi¢des ambientais favorecendo um bom
desempenho produtivo e reprodutivo (OLIVEIRA & LIMA, 1994). Além das caracteristicas
climaticas favoraveis a caprinocultura, o Nordeste possui 0 maior mercado brasileiro para
caprinos e ovinos.

Os caprinos estdo entre os primeiros animais domesticados. Sdo importantes na
producdo de leite, carne e fibra, podendo representar a principal fonte de proteina nos trépicos
(HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Nas ultimas décadas intensificou-se o crescimento da caprinocultura em nivel
mundial, sobretudo em paises em desenvolvimento. O rebanho nacional de caprinos
contabilizado em 2016 foi de 9,79 milhdes de animais, mostrando uma tendéncia de
crescimento desde 2012, mesmo com a escassez das chuvas. O rebanho caprino no Brasil, é
concentrado principalmente na regido Nordeste, que detém mais de 9 milhdes de cabecas,
correspondendo a 93% do plantel nacional (IBGE, 2016). Em Pernambuco, o rebanho
caprino é de 2.861.541 cabecas, correspondendo a quase 30% do efetivo do Brasil
(ADAGRO, 2018). O estado tem demonstrado crescimento praticamente continuo nos ultimos
10 anos, segundo o IBGE (2016).

A regido Nordeste tem sido apontada como uma area de vocacdo para a pecuaria, e
tem como destaque no setor, a criagdo de ruminantes domésticos, onde 0s caprinos se
sobressaem por sua caracteristica de adaptacdo a ecossistemas adversos, associada a habitos
alimentares bastantes verséteis (SIMPLICIO et al., 2006). O rebanho caprino do Brasil é
basicamente o efetivo do Nordeste somado a pequenas participacbes de outros estados e,
embora a alta concentracdo nessa regido, o Sudeste tem desenvolvido experiéncias de
destaque na caprinocultura, onde a producéo de leite de cabra e seus derivados tem ganhado o

mercado, ocupando nichos com produtos de maior valor agregado (IBGE, 2016).
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Um fato que pode ter contribuido para esse aumento em nivel nacional foi uma
reviravolta na caprinoovinocultura brasileira em meados da década de 1990, onde varios
produtores de leite bovino deixaram a atividade e passaram a adotar as criacdes de caprinos e
ovinos. Paralelamente a esse cenario nacional, no Nordeste houve varios incentivos a
atividade, como programas de adicdo de leite de cabra a merendas escolares e a importagdo de
ragas como Boer, Savana, Alpina Britanica e Kalahari.

Apesar de um evidente crescimento da caprinovinocultura e ampla extensao territorial
em comparacao a outros paises produtores, o Brasil ainda consome muita carne e genética de
caprinos e ovinos da Argentina, Uruguai, Australia, Nova Zelandia, em contraste com sua
lideranga na producgdo de carne bovina, suina e de aves, produtos consolidados de exportagdo
para diversos paises (BARCHET & FREITAS, 2012; VIANA et al., 2015).

2.2. Aspectos reprodutivos em fémeas caprinas

No Brasil, devido as suas caracteristicas climaticas, as cabras podem se reproduzir
durante o ano todo, perdendo a estacionalidade caracteristica das racas de clima temperado
(HAFEZ & HAFEZ, 2004). Essas e outras peculiaridades da reproducéo dos caprinos, tornam
0 conhecimento dessas particularidades de extrema importancia e fundamental para facilitar o
manejo da reproducdo destes animais (ANDRIOLI et al., 2003).

A atividade reprodutiva das cabras é afetada pelo fotoperiodo. As fémeas caprinas sdo
poliéstricas estacionais de dias curtos. A dimunui¢do do nimero de horas de luz por dia, é 0
estimulo para a manifestacdo e/ou intensificacdo dos fendmenos reprodutivos nas cabras, cuja
atividade reprodutiva é dividida em estacGes de anestro (inicio do inverno ao inicio do verao),
de transicédo (verdo) e de acasalamento (final do verdo ao inicio do inverno). Apresentando no
outono, sua melhor capacidade reprodutiva. Porém, esta estacionalidade reprodutiva é
reduzida ou inexistente a medida que se aproxima da linha do Equador. Em areas
subequatoriais, as cabras podem ciclar todo o ano desde que apresentem boas condicdes
nutricionais. Além da influéncia da luminosidade, a atividade reprodutiva das cabras também
é fortemente influenciada pelo fator racial. Caprinos das ragas Caninde, Moxot6 e Sem Raca
Definida (SRD) de ragas nativas brasileiras apresentam ciclicidade durante todo o ano, mesmo
em &reas proximas aos tropicos. O mesmo ndo é observado em caprinos de racas leiteiras
como Saanen, Alpina e Toggenburg (HAFEZ & HAFEZ, 2004; OLIVEIRA & LIMA, 1994).
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A primeira ovulacdo das cabras, caracterizada pela puberdade, momento em que esses
animais alcangam a maturidade sexual, ocorre entre 5 e 7 meses. Algumas ragas de
amadurecimento precoce pode atingir a puberdade aos 3 a 4 meses. As cabras apresentam
ovulagdo espontanea, entre 24 e 36 horas apds o inicio do cio. Porém, racgas de ciclo estral
mais longo, como a Nubiana, podem ovular mais tarde. Algumas ragas podem ainda, ovular
sem que desenvolvam sinais de cio, com a ovulagdo ocorrendo antes do inicio da estacdo de
monta. A taxa de ovulacdo nas cabras é de 2-3 por ciclo. Essa taxa aumenta com a idade,
atingindo sua maxima eficiéncia aos 3 a 6 anos, e reduz gradualmente apds essa idade.
Entretanto, a taxa de ovulacdo também varia de acordo com fatores ambientais, sobretudo
nutricionais e fatores genéticos (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.2.1. Morfofisiologia da reproducéo

O conhecimento da anatomia associado ao funcionamento de cada 6rgdo ou segmento
do sistema reprodutor das cabras permite, entender algumas peculiaridades reprodutivas dessa
espécie. Seu sistema reprodutor é formado pelos ovarios, tubas uterinas, Utero, cérvix, vagina,
vulva e clitoris.

As gbnadas femininas tém como funcdes a liberacdo de gametas (funcdo exocrina) e
producdo de hormonios esterdides e peptideos (funcdo enddcrina). Diferenciam-se
histologicamente a medula onde se encontram tecido conjuntivo fibroeléstico, vasos
sanguineos e nervos. E o cortex, o tecido mais externo, constituido por tecido conjuntivo
frouxo e os foliculos ovarianos e/ou corpo luteo em diferentes estagios de desenvolvimento
(HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Os foliculos ovarianos representam a unidade funcional dos ovarios. Estdo presentes
no cortex ovariano, sustentando o crescimento e maturacdo do oocito (CORTVRINDT &
SMITZ, 2001). De acordo com Figueiredo et al. (2002), os foliculos podem ser classificados
como pré-antrais ou nao cavitarios e antrais de acordo com o grau de evolucéo.

A constituicdo vascular dos ovarios se modifica de acordo com a fase do ciclo estral e
as variacGes hormonais determinantes de cada fase, conferindo o suprimento sanguineo
adequado as necessidades do 6rgdo. Essas variagdes hemodindmicas parecem atuar no
controle da funcdo e manutencdo do corpo luteo (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

As tubas uterinas captam os oocitos dos ovarios através das fimbrias, e os conduzem

até o utero, através de movimentos facilitados por uma mucosa ciliada e movimentos
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contrateis. Distalmente possui uma regido dilatada denominada ampola, onde ocorre a
fecundacdo. Esses segmentos das tubas uterinas fundem-se ao istmo, uma porcao estreita do
oviduto, que se liga ao utero. Na espécie caprina, essa juncdo Utero-tubarica é caracterizada
por uma flexura (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O utero das cabras é composto por dois cornos uterinos, um corpo e uma cérvix. Nessa
espécie é considerado bipartido, pois os dois cornos sdo separados do corpo uterino por um
septo. O Utero apresenta uma série de funcdes importantes no processo reprodutivo. E um
orgdo altamente especializado. Sua composicdo histologica e o metabolismo das células
endometriais, sdo adaptados para aceitar e nutrir o embrido, desde a implantac&o até o parto. E
no Utero onde ocorre o inicio da implantagdo do embrido, bem como seu desenvolvimento,
gestacdo e parto, a partir de grandes modificacbes no tamanho, na estrutura e topografia,
propiciando a perfeita acomodacdo das necessidades requeridas pelo crescimento fetal
(HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Uma funcdo importante do Utero é o transporte dos espermatozoides do ponto de
ejaculacdo, que nas cabras ocorre proximo a cérvix, até o local de fertilizacdo, na ampola do
oviduto. Esse transporte se da por atividades contrateis do miométrio, cuja frequéncia e
amplitude sdo coordenadas por padrGes hormonais. Durante o trajeto ao longo do Iimen
uterino, 0s espermatozoides passam pelo processo de capacitacdo nas secregdes das glandulas
endometriais, que oferecem um ambiente favordvel a sobrevivéncia dessas células. Essas
secrecfes também proporcionam viabilidade e aporte nutricional para a clivagem no
blastocisto jovem antes da implantacdo no epitélio uterino. Essa nutricdo é provida pelo
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas para suprir 0s requerimentos para 0
desenvolvimento do concepto através de um adequado suprimento vascular (PANSANI &
BELTRAN, 2009).

No parto, o Utero desempenha papel importante na expulsdo fetal, desencadeada por
mecanismos fetais e uma complexa interacdo hormonal, resultando nas contragcfes uterinas
que, associadas a outros fatores viabilizam a eliminacdo do feto. Essa habilidade do Utero em
contrair € um dos principais processos mecanicos responsaveis pelo sucesso da pari¢do. Apos
0 parto, o Utero passa por um processo chamado de involugdo, no qual ele readquire suas
condi¢des e tamanho aproximados as caracteristicas de antes da gestacdo. Esse processo é

acompanhado pela destruicdo do tecido endometrial e reducdo do leito vascular endometrial.
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No miométrio ocorre a reducdo das células em nimero e tamanho (PANSANI & BELTRAN,
2009).

Assim como o Utero, a cérvix responde por um processo mecanico fundamental para o
sucesso do parto. Trata-se da sua capacidade de dilatar-se o suficiente para a passagem do
feto. A cérvix é um o6rgao fibroso, constituido predominantemente por tecido conjuntivo e em
menores proporgdes de musculatura lisa. Essa constituigdo forma uma estrutura semelhante a
um esfincter, caracterizado por uma parede espessa e limen constrito. Nos ruminantes, esse
Orgdo possui saliéncias conhecidas como anéis, dispostos de modo a ocluir a cérvix, que
permanece fechada, relaxando levemente durante o cio para permitir a passagem dos
espermatozoides para o interior do Utero (GEORGE et al., 1998).

Além do seu relaxamento, a cérvix viabiliza a migracdo espermatica para o Utero,
através do muco cervical. Esse segmento do aparelho reprodutor também funciona como
reservatorio de espermatozoides, que ficam alojados entre as criptas cervicais, podendo ser
liberados para o trato reprodutivo ou permanecendo nas criptas de modo a impedir 0 nimero
excessivo de células espermaticas no local da fertilizacdo. Esse mecanismo tem um efeito
seletivo, impedindo a passagem de espermatozoides inviaveis e defeituosos (PANSANI &
BELTRAN, 2009).

Outra importante funcdo da cérvix é durante a gestacdo, onde ela fica completamente
ocluida através de um muco altamente viscoso, espesso e turvo, denominado tampéo cervical
ou tampao mucoso. Essa barreira impede a entrada de espermatdzoides e microorganismos,
protegendo o interior uterino, prevenindo infeccdes uterinas e no feto. Fisiologicamente a
cérvix abre-se apenas antes do parto, pela liquefacdo do tampdo mucoso e dilatacdo cervical,
permitindo a passagem do feto e das membranas fetais (PANSANI & BELTRAN, 2009).

A vagina € o 6rgao copulatério da fémea, e constitui o canal do parto. Nas cabras, 0
comprimento da vagina é de cerca de 8 a 9 cm (GEORGE et al., 1998). E o local de deposicéo
do sémen na maioria das espécies, atuando como reservatorio de sémen, liberando os
espermatozoides para as criptas cervicais. A maior parte do plasma seminal do ejaculado, é
expelida ou absorvida através da parede vaginal. Sua estrutura histolégica composta por uma
superficie epitelial, uma camada muscular de forma rombdide e uma camada serosa, permite a
distensédo vaginal durante a copula e no momento parto (PANSANI & BELTRAN, 2009).
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Constituida pela vulva, clitoris e glandulas vestibulares, a genitalia externa é
responsavel pelo fechamento externo do trato genital feminino (PANSANI & BELTRAN,
2009).

A juncdo entre os labios forma a comissura ventral da vulva. Encoberta por essa
regido, encontra-se o clitéris que é composto de tecido erétil e bem suprido de terminagdes
nervosas e sensitivas. Tem a mesma origem embrionaria do pénis (GRANADOS et al., 2006;
HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.2.2. Ciclo estral de cabras

As caracteristicas do ciclo estral das cabras € um ponto importante a ser considerado
no entendimento do processo reprodutivo dessa espécie (ALI AL AHMAD et al., 2006). Os
horménios do hipotadlamo, hipofise, ovarios e Utero induzem o0s processos de crescimento
folicular, ovulacdo e formacdo de corpo lGteo. Esses eventos acontecem através de um
processo ciclico de retroalimentacdo que resulta na liberacdo ou inibicdo desses hormonios e
suas respectivas acfes nos diversos tecidos que compdem o aparelho reprodutor das fémeas
caprinas (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O ciclo estral de cabras tem duracdo de 21 dias, apresentando uma fase luteinica de 17
dias e uma fase folicular de 4 dias. O inicio do ciclo constitui a fase de estro, periodo em que
h& uma predominancia da atuacdo do estradiol que se encontra em nivel crescente e elevado,
resultando em manifestagdes que caracterizam o comportamento de estro (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

Os niveis elevados de estradiol acarretam numa descarga dos horménios luteinizante
(LH) e foliculo- estimulante (FSH) pela hipofise através de um mecanismo de
retroalimentacdo positiva, provocando a ovulacao e, posteriormente, a luteinizacdo do foliculo
ovulado, constituindo estimulo para o bloqueio da secrecdo de estradiol. A luteinizacdo
folicular resulta na formacdo do corpo luteo, cuja principal funcdo é a secrecdo de
progesterona. Esse hormonio exerce uma retroalimentacdo negativa sobre a secrecdo de LH e,
consequentemente, cessa a descarga ciclica do mesmo durante a presenga do corpo luteo,
promovendo, em caso de fecundacgéo, a manutencdo da gestacao nesse periodo inicial (LEGA
et al., 2005).

O corpo luteo das cabras mantém-se ativo por 16-17 dias do ciclo, quando entdo

sofrem a luteolise por acdo das prostaglandinas uterinas . A lise do corpo luteo resulta numa
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queda dos niveis de progesterona. Voltam a aumentar os pulsos de LH e FSH, estimulando o
crescimento folicular e sua atividade estrogénica. Os niveis elevados de estradiol, resultam
novamente nas manifestacbes do comportamento de estro, reiniciando um novo ciclo

(FREITAS & LOPES JUNIOR, 2002).

2.2.3. Progesterona e dinamica folicular

Dinamica folicular € um processo continuo que ocorre num padrdo de crescimento e
regressao folicular em ondas, permitindo o desenvolvimento dos foliculos antrais até fase pré-
ovulatéria (LUCY et al., 1992,; GINTHER & KOT 1994; MEDAN et al., 2003; SIMOES et
al., 2006; LASSALA et al., 2004). Uma onda é definida como a emergéncia de um grupo de
pequenos foliculos antrais dos quais, normalmente, um ou dois foliculos alcancam um

didametro de, no minimo, 5 mm em cabras (figura 1).

Foliculo Dominante

Onda Folicular

Ovulacao
ou atresia

Foliculos

@9 ® @ Subordinados

Diametro (imm)

Tempo (dias)
Figura 1. Esquema representando onda folicular (Fonte: BRANDAO, 2010).

Em um estudo com cabras em anestro, Cruz et al. (2005) verificaram que existe um
padrédo de crescimento folicular de duas a quatro ondas por um periodo correspondente a um
ciclo, com os foliculos maiores de cada onda atingindo didmetro médio de 6,6 mm
(milimetros). Esse € o padrdo encontrado por diversos autores.

Em pequenos ruminantes, o intervalo entre ondas e o periodo entre a emergéncia do
maior foliculo de duas ondas consecutivas, é de, aproximadamente, sete dias. O dia de
emergéncia de cada onda folicular é variavel e depende do numero de ondas em cada ciclo.
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Sendo, portanto, muito dificil prever o dia da emergéncia de cada onda folicular, com excecao
da primeira onda do ciclo. Todos os estudos em caprinos e ovinos relatam que a primeira onda
emerge em torno do dia da ovulacéo (Dia 0) do ciclo anterior (BRANDAO, 2010).

De acordo com Rubianes & Menchaca (2003), em estudo sobre as caracteristicas das
ondas foliculares de cabras, é observado pelo menos um foliculo alcancando o diametro de,
no minimo, 5 mm por onda e, o maior foliculo de cada onda cresce por 5 a 7 dias, com a taxa
de crescimento em torno de 1 mm por dia. Com a evolucédo da fase luteal e 0 incremento das
concentracdes séricas de progesterona, a renovacao folicular € facilitada e os intervalos entre
ondas sdo menores que durante a fase luteal inicial; a maioria dos foliculos que s&o maiores
no dia da lutedlise sdo os dominantes.

Ha uma importante relacdo da progesterona com a dinamica folicular, evidenciada a
partir da observacao de que, em torno do dia 16 ou 17 do ciclo estral, diversas alteracbes nas
caracteristicas da onda folicular ocorreram. O inicio da onda ovulatéria ocorreu depois e com
menor variabilidade do que o dia de inicio da dltima onda de um ovério anovulatério
sugerindo que uma nova onda foi selecionada durante a lute6lise natural (SIMOES et al.,
2006).

Sobre influéncias das gonadotrofinas hipofisarias, FSH e LH, ha a ocorréncia de trés
eventos durante uma onda folicular, o recrutamento, a selecdo e dominancia (ZAMBRINE et
al., 2006). Essa dominancia consiste de um mecanismo no qual um foliculo de um pool de
recrutados, mantém seu crescimento até a ovulagdo, enquanto os outros entram em atresia
(DUGGAVATHI et al., 2005). Esse foliculo secreta uma grande quantidade de estradiol
estabelecendo uma retroalimentacdo positiva com o eixo hipotadlamo- hipofisario que prové
um suporte de FSH, fundamentais para a expressdo de receptores de LH nas células da
granulosa, promovendo o crescimento folicular até o didmetro pré- ovulatério que, em cabras
¢ de aproximadamente 5 mm (CRUZ et al., 2008; MENCHACA & RUBIANES, 2002;
VINOLES et al., 2003).

A progesterona promove um feedback negativo sobre a secrecdo e pulsatilidade de LH
(GOODMAN & KARSH, 1990). De modo que baixas concentracfes de progesterona
promovem feedback positivo sobre as concentracGes de estradiol produzido pelo foliculo
dominante em crescimento e as concentra¢fes de GnRH e LH a partir do eixo hipotdlamo-
hipofisario, induzindo o pico pré- ovulatorio de LH e consequente ovulacdo. Por outro lado,

altas concentracOes de progesterona, tem um efeito positivo sobre a renovacao folicular,



24

aumentando o numero de foliculos jovens grandes com potencial para ovular. Niveis
supraluteais de progesterona afetam a dominancia do maior foliculo da Onda 1, induzindo a
regressdo precoce e acelerando a emergéncia da proxima onda folicular (MENCHACA &
RUBIANES, 2002).

Cruz et al. (2005) evidenciaram que ha uma estreita relagdo entre os niveis de
progesterona e a dinamica folicular, demonstrando que cabras com maiores concentragdes

plasmaticas desse hormonio apresentaram maior numero de ondas foliculares.

2.3. Intoxicagdo por plantas em animais de producéo

As intoxicacbes por plantas em animais de producdo na América do Sul sdo
conhecidas desde a época da colonizagdo com a introducdo dos primeiros rebanhos em
pastagens naturais da regido, trazidos pelos pioneiros espanhdis e portugueses (RIET-
CORREA & MEDEIROS, 2001). Sdo consideradas plantas toxicas de interesse pecudrio
aquelas que causam danos a saude ou morte de animais quando ingeridas espontaneamente,
em condic¢des naturais (RIET-CORREA et al., 1993; TOKARNIA et al., 2000). Neste sentido,
nem todas as plantas demonstradas experimentalmente como toxicas, devem ser consideradas
plantas tdxicas de interesse pecuario por ndo produzirem quadros clinico-patolégicos sob
condicdes naturais (BARBOSA et al., 2007).

As plantas toxicas recebem essa denominacdo por apresentarem substancias
biodisponiveis capazes de causar alteracBes metabdlicas conduzindo o organismo vivo a
reacOes bioldgicas diversas, desencadeando varios sinais clinicos. O grau de toxicidade
depende da dosagem e da espécie animal envolvida (GUERRA et al., 2002; VASCONCELOS
et al., 2008).

2.3.1. Importancia econémica

As intoxicagdes por plantas sdo responsaveis por perdas diretas e indiretas no rebanho
brasileiro e mundial (TOKARNIA et al., 2000; RIET-CORREA & MEDEIROS, 2001;
PANTER et al., 2007). As perdas diretas sdo causadas pelas mortes de animais, diminuicéo
dos indices reprodutivos devido a abortos, infertilidade, malformagdes, reducdo da
produtividade nos animais intoxicados e outras alteracdes devidas a doencas transitorias,
enfermidades subclinicas com diminuicdo da producdo de leite, carne ou & e aumento a

susceptibilidade a outras doencas devido a depressdo imunoldgica. As perdas indiretas
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incluem os custos de controlar as plantas toxicas nas pastagens, o investimento em cercas e
pastoreio alternativo para evitar as intoxicagdes, a reducdo do valor da forragem devido ao
atraso na sua utilizacdo, a reducdo do valor da terra, a compra de gado para substituir os
animais mortos e 0s gastos com o diagnostico das intoxicacdes e tratamento dos animais
(RIET-CORREA et al., 1993).

No Brasil, estima-se que morrem anualmente por intoxicacdo por plantas,
aproximadamente um milh&o de bovinos, o que causa um forte impacto econémico no setor
pecuario (RIET-CORREA et al., 2011). Devido a caréncia de dados sobre a frequéncia das
causas de mortalidade em diversos Estados do Brasil, € dificil estimar as perdas por morte dos
animais ocasionadas pelas plantas toxicas (RIET-CORREA & MEDEIROS, 2001).

Nesse cenario das intoxicacdes por plantas, merece destaque as plantas que contém
swainsonina como principio ativo. Com um grupo consideravel de espécies, distribuidas por
todo o mundo, essas plantas causam prejuizos importantes a pecudria devido a seus efeitos
negativos para o desempenho produtivo dos animais (MENDONCA et al., 2012; OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2013). Essas plantas tém sido demonstradas como causadoras de alteracdes
reprodutivas em animais de produc¢do, passando a compor o grupo importante de plantas que
afetam esse sistema (ARMIEN, et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; GOTARDO et al.,
2014).

2.4. Plantas que afetam o Sistema Reprodutor

Diversas plantas tdxicas tém sido demonstradas como causadoras de alteracdes
reprodutivas em animais de criacdo. Muitas, antes conhecidas por atuarem em outros
sistemas, com 0s avancos das pesquisas nessa area, tém sido reconhecidas por causar falhas

reprodutivas.

2.4.1. Aspidosperma pyrifolium

Um grupo importante de plantas tdxicas que afetam esse sistema, envolve as plantas
que causam aborto. Aspidosperma pyrifolium, conhecido popularmente como pereiro causa
abortos ou nascimento de animais prematuros e perdas embrionarias com repeticdo de cio,
em cabras que ingerem a planta em diferentes fases da gestacdo (MEDEIROS et al., 2004;
RIET-CORREA et al., 2011). Os abortos ocorrem principalmente, ap6s um periodo seco
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seguido de chuvas que favorece a rebrotacdo répida de A. pryfolium. Sua resisténcia e
capacidade de manter-se verde, quando ha pouca disponibilidade de forragem, favorecem a
intoxicacdo. Pereiro pode afetar também bovinos e ovinos (SILVA et al., 2006) na regido

semi-arida do Nordeste.

2.4.2. Ateleia glazioviana

A. glazioviana, provavelmente, a principal causa de abortos em bovinos em Santa
Catarina e norte do Rio Grande do Sul (RIET-CORREA et al. 2007). Conhecida
popularmente como “timb6”, “maria-preta”, ‘“cinamomo bravo”, também tem sido

diagnosticada como causa de abortos em ovinos e equinos (RIET-CORREA et al., 2011).

2.4.3. Mimosa tenuiflora

Outras alteracdes reprodutivas bastante observadas em intoxicacdes por plantas, sao as
malformacdes. Uma das principais plantas toxicas no Nordeste causadora de malformacoes
principalmente em ovinos, afetando também caprinos e, menos frequente bovinos, é a Mimosa
tenuiflora (jurema preta) (PESSOA et al., 2013). Também ha relatos de abortos e perdas
embrionarias quando a planta é ingerida nos primeiros 45 dias de gestacdo (RIET-CORREA
etal., 2011).

2.4.4. Ipomoea carnea subsp. Fistulosa

Demonstrada inicialmente como causadora de alteracdes neuroldgicas (DE BALOGH
et al., 1999, ARMIEN et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2009), estudos mais recentes apontam
Ipomoea carnea subsp. fistulosa como uma planta com efeito toxico para as funcdes
reprodutivas.

Armién et al. (2011) relataram a ocorréncia de aborto em ovelhas atribuido a ingestéo
de Ipomoea carnea subsp. fistulosa. Observaram também que fetos de fémeas intoxicadas
apresentavam lesBes de vacuolizacdo em neurdnios. Essas lesGes também foram observadas
na placenta.

Gotardo et al. (2012), avaliando a teratogenicidade através de ultrassonografia,
constataram que I. carnea subsp. fistulosa possui potencial teratogénico em caprinos. Outros

efeitos reprodutivos dessa planta em caprinos, foram observados por Gotardo et al. (2016) e
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Gotardo et al. (2014), e consistiram de diminui¢do da aptiddo materna e alteracbes hormonais
espermaticas com degeneragdo vacuolar de células de Sertoli, respectivamente. Esses efeitos
levaram os autores a classificarem a planta como um potencial desregulador enddcrino,

comprovando sua toxicidade para o sistema reprodutor.

2.5. Plantas que causam Doenca de Depdsito Lisossomal

A Doenca de depdsito lisossomal é um disturbio que envolve o Sistema Nervoso
Central. Caracteriza- se por depdsito de substratos ndo metabolizados, que se acumulam nos
lissosomos de neurénios devido a atividade deficiente de uma enzima catabolica (JAMES,
1972, SMITH, 2006). As alteragdes bioquimicas consistem de lipidoses,
mucopolissacaridoses, glicogenoses, mucolipidoses, oligossacaridoses e lipofucsinoses
neuronais (PLATT e WALKLEY, 2004).

As doencas de depdsito lisossomal sdo classificadas de acordo com 0s mecanismos
envolvidos na sua manifestacdo, podendo ser genéticas ou adquiridas (JAMES, 1972,
SMITH, 2006). King e Alroy (2000) descreveram nove fatores causadores da doenca:
auséncia de sintese de uma enzima imunologicamente detectavel (Doencas de Hurler, Tay-
Sachs, Sandhodd e Pompe); sintese de um polipeptideo cataliticamente inativo (Gangliosidose
GM;, mucopolissacaridose VI, doencas de Pompe e Tay Sachs); sintese de uma enzima
cataliticamente ativa, porém, sem sua migracdo para o interior dos lisossomos (doenca da
célula I, polidistrofia pseudo-Hurler); sintese de uma enzima cataliticamente ativa, porém
instavel em compartimentos pré-lisossdmicos ou lisossdmicos (Leucodistrofia metacromatica
de surgimento tardio, deficiéncia de multiplas sulfatases, doenca de Pompe de surgimento
tardio, deficiéncia de neuraminidase, beta-galactosidase); falta de proteinas ativadoras de
hidrolases degradadoras de lipideos (variante AB da gangliosidose GM,, variantes das
doencas de Gaucher e Farber e da leucodistrofia metacromatica); e gene estrutural normal
para as hidrolases, com ocorréncia de uma mutacdo no gene ou genes que codificam a
modificagdo poés-translacional das hidrolases (deficiéncias de multiplas sulfatases);
deficiéncias enzimaticas resultantes intoxicagdo com inibidores naturais ou sintéticos das
enzimas lisossdmicas (moléstia por alcaldide indolizidinico, por medicamentos anfofilicos
catidnicos); diminuicdo no transporte do produto final da degradacéo para fora dos lisossomos
(doenca de Salla, sialidose infantil, cistinose); e aporte excessivo de substrato (algumas

leucemias que estdo associadas a doenca de Gaucher).
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As doencas de deposito lisossomal adquiridas resultam da ingestdo de plantas que
contém inibidores especificos de uma ou mais enzimas catabolicas lisossomicas. Plantas dos
géneros Astragalus, Oxytropis e Swainsona, conhecidas como “locoweed”, causam a-
manosidoses em equinos, bovinos, ovinos e caprinos no oeste do Canada, Estados Unidos,
nordeste do México e Australia (JAMES, 1972; SMITH, 2006).

No Brasil, a Doenca de Depdsito Lisossomal induzida pela ingestdo de plantas inclui
as manosidoses causadas por Ipomea sericophylla, Ipomoea riedelli (BARBOSA et al., 2007;
MENDONCA et al., 2011), Ipomoea carnea subsp. fistulosa (TOKARNIA et al., 2000) e
Sida carpinifolia (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002); a lipofuscinose causada
por Phalaris angusta (GAVA et al., 1999) e as neurolipidoses causadas por Solanum
fastigiatum (PAULOVICH et al., 2002) e Solanum paniculatum (GUARANA et al., 2011).
No Nordeste do Brasil, especialmente nos Estados de Pernambuco e Paraiba, além da
intoxicacdo por I. marcellia, tém importancia pecuéria as intoxicac¢@es por I. sericophylla e I.
riedelli (BARBOSA et al., 2007; MENDONCA et al., 2011), I. fistulosa (SILVA et al., 2006)
e as intoxicagOes por Turbina cordata (DANTAS et al., 2007).

O principio ativo envolvido nas doencas de depoésito lisossomal é a swainsonina, um
alcaldide indolizidinico, que constitui o principio ativo de diversas plantas toxicas. Esse
alcaloide age nas células inibindo as enzimas alfa-manosidase lisossomal e alfa-manosidase |1
do aparelho de Golgi. As atividades dessas enzimas quando diminuidas, resultam no acimulo
lisossomal de oligossacarideos ndo metabolizados, causando dilatacdo da organela, com
posterior vacuolizacdo, conferindo um aspecto tumefeito as células afetadas que demonstram-
se aumentadas de tamanho (RIET-CORREA et al., 2011).

As plantas tdxicas que contém swainsonina, como principio ativo principal, estdo
associadas a doengas de armazenamento, caracterizadas por um quadro clinico-patologico de
origem neuroldgica, acarretando em perturbacdes nervosas (TOKARNIA et al., 2012),
relacionadas, principalmente, a disfuncdo cerebelar (LIMA et al., 2013). A doenca de depdsito
lisossomal dizimou criaces de caprinos em Sertania, regido semiarida do Estado de
Pernambuco, a partir da ingestdo de Ipomoea marcellia (MENDONCA et al., 2012). Em
herbivoros, essa doenca € caracterizada pelo depoésito de substratos em lisossomos devido a
alteracdes da atividade de hidrolases acidas (JOLLY & WALKLEY, 1997).

No Brasil, as plantas que tém como principios ativos a swainsonina representam um

grupo importante de plantas tdxicas, por causarem perdas econdmicas decorrentes das
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desordens neuroldgicas apresentadas pelos animais intoxicados. Muitas vezes de forma
irreversivel, essas intoxica¢fes ocorrem em caprinos, ovinos, bovinos e equinos em todo o
Brasil (LIMA, et al., 2013; MENDONCA et al., 2012; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).
Esses animais apresentam quadro clinico semelhante, quando intoxicados por diferentes
plantas que contém o mesmo principio ativo (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).

Na intoxicagdo por plantas que contem swainsonina, essa toxina induz a doenca de
depdsito lisossomal a partir da inibigdo das enzimas o-manosidase presente nos lisossomos,
afetando os neurdnios (PEDRO et al., 2010). A diminuicdo da atividade da a-manosidase
interfere com o catabolismo de residuos a-manosil que se acumulam nos lisossomas das
células, especialmente as do Sistema Nervoso (JONES et al., 2000). A lesdo das células
nervosas desencadeia o0s sinais clinicos, como os encontrados por Oliveira et al. (2009),
caracterizados por aumento da base de sustentacdo quando do animal em estacédo, hipermetria,
queda ao serem movimentados, dificuldade de se levantar, opistétono, espasticidade dos
membros e leve a moderado tremores de cabeca. Pedro et al. (2010) relataram como
principais sinais clinicos da intoxicacdo provocadas por essa toxina, incoordenacdo, ataxia
com dismetria, tremores de cabeca e pescoco e quedas frequentes.

Caprinos intoxicados experimental e espontaneamente, por plantas que contém
swainsonina, apresentam sinais neuroldgicos caracteristicos, principalmente, de alteracGes
com sede no cerebelo: incoordenagdo motora, debilidade dos membros pélvicos, marcha
lateral, reacOes posturais lentas, dismetria, hipermetria, tremores de cabeca, ataxia e quedas
(COLODEL et al., 2005; MENDONCGCA et al., 2011; TOKARNIA et al., 2012; LIMA et al.,
2013). Ovinos apresentam sinais clinicos semelhantes aos manifestados por caprinos, porém
menos evidentes (SEITZ et al., 2005). Experimentalmente, Armién et al. (2011), observaram
em ovinos, perda de peso, alteracbes comportamentais caracterizadas por depressdo
acentuada, letargia, estupor, irritabilidade, comportamento destrutivo e vicioso, polifagia,
anorexia e ainda, anormalidades motoras como as apresentadas pelos caprinos intoxicados.

Em bovinos, a manifestagéo clinica da intoxicagdo por swainsonina é caracterizada por
olhar atento, orelhas voltadas para tras, tremores de intencdo na cabeca, pescogo estendido
para frente e para baixo, emagrecimento, andar em marcha, incoordena¢do motora com andar
cambaleante, quedas ao andar, hipermetria, membros rigidos e dificuldade de se manter em
estacdo (FURLAN et al., 2008; PEDRO et al., 2010).
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Essas intoxicagOes sdo menos frequentes em equinos. Assis et al. (2010) relataram um
surto de intoxicagdo por swainsonina em equinos, por ingestdo de Turbina cordata. Os
animais intoxicados apresentaram emagrecimento progressivo e alteragdes neurologicas
caracterizadas por tremores, ataxia severa, relutdncia em caminhar, saltos, quedas, alteracdes
posturais e comportamentais (LORETT] et al., 2003).

Segundo Riet-Correa et al. (2009), se os animais deixam de ingerir essas plantas no
inicio dos sinais nervosos ou até mesmo 30 dias ap0s, 0s sinais podem ser reversiveis. No
entanto, em animais que continuam a ingeri-las, 0s sinais nervosos se tornam irreversiveis, em
consequéncia da perda neuronal. O que reafirma a informacao de que a doenca causada por
plantas que contém swainsonina possui carater cronico, e os sinais clinicos prevalecem em
animais que ingerem a planta por longos periodos (PEDROSO, 2010).

As plantas toxicas que contém esse alcaldide estdo presentes em todo o Brasil. Na
Regido Nordeste, as plantas que contém swainsonina sdo Ipomoea carnea subsp. fistulosa
(algoddo bravo, mata bode, canudo), Ipomoea sericophylla, Ipomoea riedelii (anicdo),
Ipomoea marcellia (jetirana, orelha de onca) e Turbina cordata (capoteira, batata de peba,
moita de calango) (RIET-CORREA et al., 2011) . Sida Carpinifolia (Quanxuma, vassourinha,
cha-da- india, malva-brava, reldgio de vaqueiro, vassoura preta), apesar de ser uma planta
nativa de ocorréncia em quase todo o territorio nacional, é mais frequente nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste (KISMANN & GROTH, 2000, LORENZI, 2000) e, j& foi descrita em
caprinos (DRIEMEIER et al., 2000, COLODEL et al., 2002), ovinos (SEITZ et al. 2005),
equinos (LORETTI et al., 2003) e bovinos (FURLAN, 2008). Porém, apesar de sua ampla
distribuicdo e comprovada toxicidade, a intoxicagédo por essa planta ndo tem grande relevancia
para a pecuaria, devido ao fato de os animais raramente a consumirem em quantidades

suficientes para causar quadros clinicos (TOKARNIA et al., 2012).

2.5.1. Ipomoea carnea subsp. fistulosa
Ipomoea carnea subsp. fistulosa consiste de um arbusto da familia Convolvulaceae, é

uma planta ereta e leitosa, conhecida popularmente como, “algoddo-bravo”, “algodoeiro”,
“canudo”, “capa-bode” e “manjorana”(FREY, 1995, TOKARNIA et al., 2012).

Em estudo epidemiolégico da intoxicacdo por I. carnea subsp. fistulosa, Oliveira et al.
(2009), relataram que a intoxicagcdo em caprinos ocorre principalmente no periodo seco, mas
casos podem ser observados durante todo o0 ano, visto que 0s caprinos intoxicados, segundo 0s

proprietarios, desenvolvem avidez pela planta, continuando a ingeri-la mesmo quando héa
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outra pastagem disponivel. Schumaher-Henrique et al. (2003) observaram que ap06s longos
periodos de ingestdo de I. carnea subsp. fistulosa, caprinos desenvolveram ingestéo
compulsiva pela planta.

I. carnea subsp. fistulosa € resistente a seca e seu habitat sdo locais inundados nas
margens de rios e lagoas, cérregos e baixadas Umidas onde se propaga rapidamente,
competindo com as forragens nativas, usadas para alimentacdo de gado local (HAASE, 1999,
TOKARNIA et al., 2012). Na regido Nordeste, notadamente no vale do Rio Sdo Francisco e
no sul no Piaui, I. carnea subsp. fistulosa permanece verde mesmo durante a seca, tendo,
portanto, maior importancia como planta toxica nessa regido (TOKARNIA et al., 2000).

De Balogh et al. (1999) isolaram e identificaram o alcaloide das folhas moidas de I.
carnea, identificando como principio ativo swainsonina e calisteginas. A identificacdo dos
alcaldides foi estabelecida por gas cromatografia de massa de analise.

Segundo Tokarnia et al. (2012), para que haja o desenvolvimento dos sinais clinicos
da intoxicagdo, os animais precisam ingerir grandes quantidades das partes aéreas da planta
durantes semanas. Os principais sinais clinicos apresentados pelos animais intoxicados por I.
carnea subsp. fistulosa sdo desordens de origem nervosa tais como incoordena¢do motora
como ataxia e dismetria, principalmente de membros posteriores, além de tremores
musculares de cabeca e pescoco, retencdo de alimento na boca, depressdo, desequilibrio,
postura anormal com reacles posturais caracterizadas por base alargada, decubito esternal
com o0s membros anteriores rigidamente esticados para a frente e perda de peso
(ANTONIASSI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; ARMIEN et al., 2007). Antoniassi et al.
(2007) relataram a melhora clinica de um bovino com sinais clinicos da intoxicacdo ap6s um
periodo de 15 dias de sua retirada da &rea com . carnea subsp. fistulosa.

Armién et al. (2007) observaram a necropsia, emaciacdo e palidez de mucosas. Em
geral, ndo sdo observadas alteracBes macroscopicas significativas (ANTONIASSI et al.,
2007). Em exames histopatoldgicos, pode-se visualizar tumefagdo e fina vacuolizacdo de
neuronios em diversas areas do sistema nervoso central (DE BALOGH et al., 1999)
principalmente em neurdnios da medula oblonga, mesencéfalo e talamo, além de moderada e
fina vacuolizacdo de neurdnios do ganglio trigémeo (ANTONIASSI et al., 2007). Oliveira et
al. (2009) observaram em alguns neurdnios do cerebelo e dos nucleos cerebelares, nucleos
picnoticos e marginalizados com citoplasma espumoso e palido, sem bordas definidas. Em

outras regides observaram desaparecimento dos neurénios de Purkinje e proliferacdo da glia
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de Bergmann, presenca de numerosos esferdides axonais e gliose, principalmente na sustancia
branca cerebelar e pedunculos cerebelares.

No figado verificou-se vacuolizacbes em hepatocitos, células acinares do pancreas,
celulas foliculares da tireoide, células tubulares renais e nos macréfagos do baco e ganglios
linfaticos (De BALOGH et al., 1999; ANTONIASSI et al., 2007).

2.5.2. Ipomoea sericophylla

Ipomoea sericophylla é uma planta herbacea da familia Convolvulaceae, conhecida
popularmente como “salsa” e “jetirana”, causa intoxicagdo em caprinos (TOKARNIA et al.,
2012). E encontrada em regides do semiérido nordestino, contém swainsonina, responsavel
por doenca amazenamento de glicoproteinas em caprinos na Paraiba (BARBOSA et al., 2006)
e Pernambuco (COUCEIRO et al., 1974).

Barbosa et al. (2007) desenvolveram a intoxicacdo experimentalmente em quatro
cabras que foram alimentadas, por 75-127 dias, com 2g/kg de folhas secas de Ipomoea
sericophylla contendo 0,05% de swainsonina. Aos 36 dias do inicio do experimento 0s
animais comegaram a demonstrar os primeiros sinais clinicos da doenga, caracterizados por
depressdo, consumo reduzido de alimentos, tremores de intengéo, incoordenacdo. Os sinais
tornaram-se mais evidentes ap0s 7-10 dias com aumento da incoordenacdo e quedas. Além de
ataxia, hipermetria, reacfes posturas anormais de base alargada. Barbosa et al. (2007)
demonstraram que as lesbes causadas pela intoxicacdo por |. sericophylla sdo irreversiveis
quando os caprinos continuam ingerindo a planta por aproximadamente 30 dias ap0s o inicio
dos sinais clinicos.

No exame necroscopico ndo sdo observadas alteraces importantes.
Microscopicamente, foi observada fina vacuolizacdo citoplasmética de neur6nios de vérias
areas do sistema nervoso central, principalmente nas células de Purkinje, além de neurénios
do nuacleo cerebelar, ponte e bulbo. Na camada granular e substancia branca do cerebelo,
pedunculos cerebelares e nucleos do cerebelo foram observados esferdides axonais. Também
houve vacuolizagdo em células acinares do pancreas, células foliculares da tiredide, nos
hepatdcitos e células epiteliais do tubulo renal (MENDONCA et al., 2011).
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2.5.3. Ipomoea riedelii

Ipomoea riedelii € uma planta herbacea da familia Convolvulaceae, conhecida
popularmente com “anicdo”. Afeta caprinos na regido do semiarido pernambucano, causando
uma doenga do armazenamento de glicopoteinas. Tal afeccdo acomete os animais no periodo
da chuva, ou seja, mesmo com disponibilidade de forragens, provavelmente devido ao fato de
0s animais desenvolverem uma predilecdo, ou até mesmo dependéncia viciosa pela planta
(BARBOSA et al., 2006).

Barbosa et al. (2007) encontraram 0,01% de swainsonina ao analisarem quimicamente
a l. riedeli. Nesse trabalho, os pesquisadores forneceram a planta dessecada na proporcéo de 2
o/kg a quatro cabras experimentais. Decorridos 70 dias do experimento, devido aos animais
ndo terem apresentado sinais clinicos da doenca a dosagem foi dobrada para 4 g/kg por mais
70 dias. Nessa dosagem, os primeiros sinais clinicos apareceram apds 50 dias, e eram
caracterizados por depressédo, tremores de intencéo leves, incoordenacdo e quedas, observada
guando esses animais eram manejados . Outros sinais observados forma ataxia, hipermetria,
posturas anormais, principalmente nas patas traseiras, nistagmo. Na necropsia ndo foram
observadas alteracbes de importancia. Microscopicamente, relataram a presenca de
vacuolizagdo de neur6nios. As células mais afetadas foram as de Purkinje no cerebelo e os
neurdnios dos nucleos cerebelares. Havia também vacuolizacdo em células do pancreas,

figado, rins, tiredide e macréfagos de tecido linfoide.

2.5.4. Ipomoea marcellia

Ipomoea verbascoidea Choisy (Convolvulaceae), atualmente reclassificada como
Ipomoea marcellia (Convolvulaceae), é uma planta arbustiva sub-ereta ou trepadeira arbustiva
com caules decumbentes de até 5 m de altura, folhas oblongas ou circulares em grande
quantidade, medindo até 18,5 cm de comprimento, as vezes cordiforme na base, densamente
coberta de pélos lanosos abaixo. Suas flores de coloragdo malva-rosa para roxo com um tom
mais escuro na garganta, as vezes branco, podem se apresentar solitarias ou agrupadas em
namero de trés, com sementes ovoides e de coloragdo acastanhada. Apresenta-se distribuida
em toda a regido nordeste do Brasil (HYDE et al., 2012).

I. marcellia € uma planta toxica de interesse pecuario em pelo menos quatro
Municipios do Sertdo do Moxot6 em Pernambuco. Crescimento intenso dessa planta é

observado no periodo chuvoso, cobrindo a vegetacdo herbacea e arbustiva ou crescendo em
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lajedos, 0 que caracteriza essa intoxicagcdo como sazonal. A intoxicacdo ocorre nesse periodo
devido a intensa rebrotagdo da planta nessa época (LIMA et al., 2013). E descrita como causa
de DDL que se caracteriza pelo acimulo de substratos ndo metabolizados nos lisossomos
decorrente da atividade deficiente das hidrolases acidas (LIMA et al., 2013, MENDONCA et
al., 2012).

I. marcellia foi descrita como responsavel por surtos de DDL afetando caprinos no
Estado de Pernambuco (MENDONCA et al., 2012). Os sinais clinicos consistem
principalmente em distlrbios neuroldgicos, embora alteracbes enddcrinas e reprodutivas
também possam ocorrer em intoxicag@es por plantas que contém swainsonina (OLIVEIRA et
al., 2011).

As alteracbes neuroldgicas observadas sdo principalmente de origem cerebelar;
evidenciadas pela perda de equilibrio, seguida de quedas quando os animais sao estressados.
Além de ataxia, hipermetria, dismetria, nistagmo, marcha lateral e tremores na cabeca e
pescoco. Apos sofrerem quedas, os animais tém dificuldade em se levantar e podem
apresentar espasticidade dos membros pélvicos (LIMA et al., 2013). Outras alteraces, tais
como sonoléncia, emagrecimento progressivo, pelos arrepiados, opacos e quebradicos
também podem ser observados (OLIVEIRA et al., 2009; TOKARNIA et al., 2012;
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).

Em estudos sobre a doenca causada pela intoxicacdo natural e experimental por I.
marcellia em caprinos, Mendonga et al. (2012) relataram os sinais clinicos apresentados pelos
animais intoxicados que consistiam de tremores de cabeca, incoordenacdo motora com ataxia
e dismetria principalmente dos membros posteriores, andar lateralizado, posturas anormais e
desequilibrio seguido de quedas. Esses sinais eram mais evidentes quando 0s animais eram
movimentados, ou em condicdes estressantes. Outras alteracdes, como a perda progressiva de
peso, pelo aspero, decubito prolongado e morte também foram observadas nos animais
afetados com a doenga. Na necropsia, ndo foram encontradas alteragdes significativas nem
nos animais experimentais, nem naqueles intoxicados naturalmente.

No exame histopatolégico, foram observadas lesdes em varias regifes do sistema
nervoso, caracterizadas por vacuolizagdo de neurdnios, principalmente os de Purkinje, mas
tambem ocorreram nos nucleos cerebelares, ponte, bulbo cortex cerebral, ganglio trigeminal e
medula espinhal. Na camada granular do cerebelo, pedinculos cerebelares, e nucleos

cerebelares foram encontrados esferoides axonais. VacuolizagGes também foram observadas
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em células de outros tecidos, como nas células acinares do pancreas, células foliculares da
tiredide, no epitélio dos tabulos renais e nos hepatdcitos.

Mendonca et al. (2012) realizaram, por intermédio de espectrometria de massa de
cromatografia em fase liquida (LCMS), analise quimica de folhas secas I. marcellia,
demonstrando uma concentracdo de 0,017% de swainsonina nessa planta. Lima et al. (2013),
mensuraram, por intermédio da mesma técnica, e obtiveram a concentracdo de 0,02% de
swainsonina.

Essa toxina foi isolada de outras plantas do género Ipomoea no Estado de S&o Paulo
(HARAGUSHI et al., 2003), Paraiba (BARBOSA et al, 2006) e Pernambuco (DANTAS et
al., 2007).

2.5.5. Turbina cordata

Turbina cordata é uma planta toxica pertencente a familia Convolvulaceae, conhecida
popularmente como “capoteira” ou “batata de peba”. A doenga provocada por essa planta
surgiu depois de um longo periodo de estiagem, onde, associada a indisponibilidade de
pastagens ocorreu a invasdo por T. cordata nas areas de pastoreio, levando os caprinos a
ingeri-las e, esses animais, segundo os criadores, desenvolvem predilecdo por essa planta em
detrimento de outras forragens, definindo o habito como “vicio” (TOKARNIA et al., 2012).

A intoxicacdo por T. cordata ocorre em alguns municipios dos estados da Bahia e
Pernambuco, causando importantes perdas econémicas e sendo um fator limitante da
caprinocultura na regido (DANTAS et al., 2007). A planta acomete também bovinos e
equinos (RIET-CORREA, 2007). Assis et al. (2010) relataram dois surtos de intoxicacdo por
T. cordata em caprinos e um em equinos no municipio de Juazeiro na Bahia.

O principio ativo, a swainsonina € responsavel pelo quadro clinico da doenca do
armazenamento, que é comum aos efeitos de outras plantas que possuem esse alcaldide,e é
caracterizado por ataxia, hipermetria, andar lateral, perda de equilibrio, quedas, depressédo,
paresia espéstica, tremores de intencdo e perda de peso (DANTAS et al., 2007).
Microscopicamente observa-se fina vacuolizacdo no pericardio das células de Purkinje, de
neurdnios de nucleos cerebelares e tronco encefalico. Outra alteracdo no cerebelo séo
esferoides axonais na camada granular. Vacuoliza¢bes também sdo observadas em células

acinares do pancreas, em células epiteliais dos rins e da tiredide (TOKARNIA et al., 2012).



36

2.5.6. Sida Carpinifolia

Sida carpinifolia L.f., da familia Malvaceae, € uma planta subarbustiva, perene, ereta,
ramificada, de caule sublenhoso, com casca fibrosa, medindo de 0,3 a 0,7 metros de altura, se
propaga por sementes, invadindo principalmente pastagens e terrenos baldios (LORENZI,
2000). E uma planta nativa do Brasil ocorrendo em quase todo o territorio nacional. Tem
distribuicdo pantropical e é frequente em locais umidos e sombreados das Regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, sendo popularmente chamada de “guanxuma”,
“vassourinha”, “cha-da-india”, “malva-brava”, “malva-baixa”, ‘“relogio de vaqueiro”,
“relogio-vassoura” e “vassoura preta” (LORENZI, 2000; KISMANN & GROTH, 2000).

Apesar de sua ampla distribuicdo e o fato de ser considerada uma planta toxica
importante na agricultura, a toxidez de Sida carpinifolia ndo tem grande importancia, pois
raramente € consumida pelos animais em quantidades suficientes para causar intoxicacdo
(TOKARNIA et al., 2012)

O principio toxico € o alcaloide indolizidinico 1, 2, 8 triol, a swainsonina gue inibe as
enzimas alfa-manosidase lisossémica e alfamanosidase Il do complexo de Golgi. A inibicdo
dessas enzimas, principalmente da alfamanosidase lisossémica, causa uma doenca de deposito
lisossomal caracterizada pelo acimulo de oligossacarideos ndo totalmente hidrolisados nos
lisossomos (DORLING et al., 1978; DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002).

A intoxicacdo por S. carpinifolia ja foi descrita em caprinos (DRIEMEIER et al.,
2000), (COLODEL et al., 2002), ovinos (SEITZ et al., 2005), equinos (LORETT] et al., 2003)
e bovinos (FURLAN, 2008).

A doenca causada pela intoxicacdo por S. carpinifolia € de carater crénico,
caracterizada por tremores de cabeca e pescoco, olhar atento e andar cambaleante (FURLAN,
2008). Em caprinos os sinais encontrados sdo letargia, incoordenagcdo motora, ataxia,
dismetria, hipermetria, tremores musculares e balanco da cabeca (COLODEL et al., 2005).
Ovinos apresentam sinais semelhantes aos manifestados por caprinos, porém, menos
evidentes (SEITZ et al., 2005). Em bovinos, a manifestacdo clinica da doenca é caracterizada
por andar em marcha, olhar atento e tremores de intencéo na cabeca, além de emagrecimento,
quedas durante o andar e dificuldade de ficar em estacdo (FURLAN, 2008, PEDROSO et al.,
2010).

A necropsia ndo sdo observadas lesdes macroscopicas  significativas.

Microscopicamente as lesdes mais significativas sdo caracterizadas por vacuolizacéo
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citoplasmatica nos neurbnios de Purkinje, células acinares do pancreas e nas células
foliculares da tiredide, distenséo e vacuolizagdo citoplasmatica multipla e acentuada, afetando
principalmente as células de Purkinje do cerebelo e os neurbnios do cortex cerebral, do
tadlamo, do mesencéfalo e da medula espinhal. Esferdides axonais foram freqiientemente
encontrados na camada granular do cerebelo e, com menor intensidade, em outras areas do
encéfalo e medula espinhal (FURLAN, 2007; DRIEMEIER et al., 2000; SEITZ et al., 2005).

2.5.7. Solanum fastigiatum

S. fastigiatum é uma planta arbustiva da familia solanaceae que atinge até trés metros
de altura. Apresenta folhas largas e flores brancas. E invasora de pastagens ou de terrenos
abandonados e conhecidos popularmente como “joad-preto” ou “jurubeba” (PORTER et al.,
2003). Foi a primeira planta tdxica brasileira demonstrada como capaz de induzir a doenca do
armazenamento (RIET- CORREA et al., 1983).

A intoxicacdo ocorre principalmente nas épocas de caréncia alimentar, onde o0s
animais ingerem a planta por falta de op¢do. E necessario que os bovinos consumam grandes
guantidades da planta e o quadro clinico é caracterizado por sinais neurolégicos causados por
vacuolizacao dos neurdnios de Purkinje (BARROS et al., 1987).

O principio ativo da S. fastigiatum ainda é desconhecido. Riet- Correa et al. (1983) e
Barros et al. (1987) sugerem a presenca de algum inibidor ou substancia que promova o
armazenamento de lipidios nos neurénios de Purkinje no cerebelo.

Rissi et al. (2007) descrevem os principais sinais clinicos da intoxicacdo por S.
fastigiatum: Hipermetria, tremores musculares, perda de equilibrio, crises convulsivas
principalmente quando os bovinos sdo movimentados. Porter et al. (2003) relatam ainda
emagrecimento progressivo, incoordenacao, convulsdes e quedas.

A necropsia, ndo ha lesdes significativas. Na maioria dos casos ndo se observa
alteracOes; ocasionalmente pode haver atrofia cerebelar e lesdes secundarias provavelmente
causadas por traumatismos resultantes das quedas (RECH et al., 2006; RISSI et al., 2007).

As principais alteracdes histoldgicas observadas consistem de fina vacuolizagéo
parcial ou total do pericario dos neurdnios de Purkinje com deslocamento do nucleo dos
neurdnios de Purkinje para a periferia; degeneracdo microvacuolar citoplasmatica e perda de
células de Purkinje com perda da substancia de Nissl e eosinofilia da regido citoplasmatica

imediatamente ao redor do nucleo; proliferacdo da glia de Bergmann; diminui¢do da camada



38

molecular; esferdides axonais na camada de células granulares e substancia branca cerebelar
(RECH et al., 2006; RISSI et al., 2007).

2.5.8. Solanum paniculatum

Solanum € 0 género mais representativo da familia Solanaceae e consiste de cerca de
1.500 espécies. Solanum paniculatum é uma planta angiosperma da familia Solanaceae,
perene, arbustiva, ereta, ramificada, de caule pubescente e armado de aculeos curvos, com
flores de pétalas brancas e anteras amarelas, com 1-2 metros de altura e nativa do Brasil. E
originalmente das regibes Norte e Nordeste, ocorrendo hoje em todo o territério brasileiro
como invasoras de pastagens, lavouras perenes, pomares, a beira de estradas, carreadores e
terrenos baldios. Apresenta preferéncia por solos mais arenosos e secos, sendo dificil a sua
erradicacdo. E conhecida popularmente como Jurubeba (LORENZI, 2008; SILVA, et al.,
2006).

A intoxicagdo natural por S. paniculatum foi descrita pela primeira vez por Guarana et
al. (2011) que registrou a ocorréncia da doenca nos municipios de Brejao, Pocdo e Pesqueira
no Agreste do Estado de Pernambuco, com 0s seguintes sinais clinicos: crises epileptiformes
periddicas, com quedas, que surgiam geralmente quando os animais eram excitados. Durante
as crises 0s animais apresentavam nistagmo, opistétono, extensdo dos membros anteriores e
posteriores, tremores e quedas. Apds alguns segundos ou minutos se levantavam, alguns com
dificuldade, e retornavam ao normal, sem apresentar sinais entre uma crise e outra. Outros
sinais encontrados foram ataxia, hipermetria, hiperestesia, tremores de intencdo, posturas
anormais, andar cambaleante lento, extensdo dos membros (principalmente os anteriores),
lateralizacdo do andar, quedas com crises epileptiformes, opistdtono e nistagmo, quando
manejados.

O principio ativo da S. paniculatum ainda é desconhecido. Analises nas raizes de
Solanum spp. mostram uma multiplicidade de alcaldides ou a presenca de compostos que
representem novos tipos estruturais. Um novo alcaloide esterdide, paniculidina, e seu
glicosideo, paniculina foram identificados em raizes de S. paniculatum. No entanto, ndo tem
sido demonstrada se alguma dessas substancias causa o quadro clinico (GUARANA et al.,
2011).

A necropsia ndo sdo encontradas lesdes macroscopicas especificas associadas a

intoxicacdo pela planta. As lesGes histoldgicas mais importantes sdo encontradas no cerebelo.
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Consistem de fina vacuoliza¢do parcial ou total do pericario dos neurdnios de Purkinje e
neurbnios do ganglio trigémeo. Além de degeneracdo dessas células, com perda dos granulos
da substancia de Nissl, conferindo um aspecto esponjoso a célula; eosinofilia da regido
citoplasmatica imediatamente ao redor do nucleo, areas multifocais de necrose neuronal com
desaparecimento das células de Purkinje, e ao redor, proliferacdo de astrdcitos de Bergman,
espessando a camada granular do cerebelo. Vacuolizagdo neuronal moderada pode ser
encontrada no obex, pedinculos cerebelares e coliculos rostrais (GUARANA et al., 2011;
REGO et al., 2012).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Comité ético

Este trabalho foi realizado seguindo Principios Eticos na Experimentagdo Animal,
editado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Foi
obtida a aprovacdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (CEUA/UFRPE), cujo nimero da licenca é 03/2017.

3.2. Desenvolvimento do experimento

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Pequenos Animais de
Carpina da Universidade Federal Rural de Pernambuco (EEPAC/UFRPE). As plantas foram
coletadas no Municipio de Sertania, Pernambuco, Brasil. Foram separadas as folhas de
Ipomoea carnea subsp. fistulosa para secagem a sombra, subsequentemente trituradas e
acondicionadas em sacos de nylon para posterior fornecimento aos caprinos experimentais.

Foram utilizadas seis fémeas caprinas, SRD (sem raca definida), adultas, com média
de 25 Kg de massa corporal, clinicamente saudaveis, avaliadas por exame clinico
ginecologico quanto a higidez. Trinta dias antes do inicio do experimento, as cabras
receberam medicacdo antiparasitaria, e foram mantidas em baias individuais, visando a
adaptacdo e observacao clinica prévia. Foram alimentadas com ra¢do comercial, suplemento

mineral, capim elefante (Pennisetum purpureum) e agua ad libitum.
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Ap0s esse periodo de adaptacdo, os animais foram separados aleatoriamente em dois
grupos. O grupo teste, constituido pelas fémeas T-22, T-23, T-24 e T-25, compreendeu as
cabras que receberam misturadas a racdo, durante 60 dias, I. carnea subsp. fistulosa
desidratada, contendo 0,02% de swainsonina na dose de 29/ kg de Peso Vivo (PV). A
swainsonina foi mensurada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. O
grupo controle foi formado pelas cabras identificadas como C-20 e C-21. Estas ndo receberam
a planta adicionada a racéo, porém permaneceram sob as mesmas condi¢des de manejo que o

grupo teste.

3.3. Avaliagdo e acompanhamento do ciclo estral

Foram realizadas, diariamente, colheitas de swabs vaginais para confec¢do de
esfregacos, utilizando-se material estéril de algoddo e laminas de vidro. Estas foram
observadas sob coloragcfes tipo Romanowsky (Pandtico Répido Laborclin). As colheitas
iniciaram a partir da deteccdo do primeiro cio, ainda na fase de adaptacéo, e foram realizadas
durante os 60 dias do fornecimento da planta. Para a sincronizacdo do cio, as cabras foram
induzidas com uma associacdo de Progespon® (Acetato de Medroxiprogesterona de 60 mg),
Novormon® (ECG de 200 Ul) e Ciosin® (Cloprostenol). O protocolo iniciou-se com 0
implante intravaginal de progesterona e, ap6s doze dias, a retirada desse implante e a
aplicacdo de 300 Ul de ECG mais 0,125 mg de cloprostenol, ambos por via intramuscular
profunda. As laminas foram observadas ao microscépio Optico com aumentos de 100x e 400x
para contagem e caracterizacdo morfologica das células epiteliais, classificadas em
Superficiais Anucleadas, Superficiais Nucleadas, Intermediarias e Parabasais, para o

acompanhamento do ciclo estral e suas variagcdes celulares.

Os ovarios foram avaliados por laparoscopia durante a fase folicular, para a
observacao da presenca e dominancia de foliculos e formacdo de corpo hemorragico (CH) e
corpo luteo (CL), conforme técnica preconizada para procedimentos de rotina em reproducéo
assistida na espécie caprina. Para esse procedimento, as fémeas foram submetidas a um
protocolo anestésico formado pela associa¢do de sulfato de atropina 1%, cloridrato de xilazina
2% e cloridrato de cetamina 10%. Apds anestesia, as fémeas foram colocadas em camas
articuladas, apropriadas a espécie, tricotomizadas e submetidas a antissepsia na regido
inguinal e abdominal. Para a passagem dos trocartes do laparoscépio, foram feitas duas

incisOes paralelas de aproximadamente 1 cm, na regido abdominal.
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Os resultados foram analisados correlacionando-os aos ciclos reprodutivos. Sendo
avaliados quatro ciclos ao longo do experimento, onde o ciclo | compreendeu o periodo de
adaptacdo, o ciclo Il ocorreu no inicio da fase experimental e os ciclos Il e IV ocorreram do

meio para o final do experimento, sequencialmente.

3.4. Dosagem de Progesterona

Para a determinacédo das concentragdes séricas, foram coletadas amostras de sangue de
todos os animais (grupos teste e controle), obtidas por puncédo da veia jugular. Estas foram
centrifugadas a 600 G durante 15 minutos. O soro foi separado e acondicionado sob
congelamento (-20°C) até o momento das dosagens. Para isto foi utilizado o teste para
determinacdo quantitativa da concentracdo de progesterona por enzimaimunoensaio em

microplaca, utilizando-se o kit Accubind®.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a
Producdo Animal (BIOPA) do Departamento de Zootecnia (DZ) da UFRPE.

3.5. Analise clinica e histopatologica

As fémeas dos dois grupos foram avaliadas clinicamente a cada trés dias a partir do
inicio do experimento, do dia 0 (DO) até o término do experimento segundo os métodos
descritos por Smith & Sherman (1994), quanto ao seu estado geral, comportamento, atitude,
estado mental, coordenacdo, postura da cabeca, movimentacdo, apetite, cor das mucosas,
vasos episclerais, temperatura retal, frequéncias cardiaca e respiratdria, forma do abdémen,
motilidade reticulo-ruminal, exame fisico das fezes, urina e aparéncia da pele. Também foram
realizados o Head Raising Test (HR test) que consiste em levantar a cabeca do animal
forcando-a no sentido cranio caudal, mantendo essa posi¢do durante um minuto e em seguida
soltando-a subitamente para verificar se ha perda de equilibrio (PIENAAR et al. 1976). Além
do Stand Up Test no qual se mantém o animal em decubito lateral por um minuto e liberando-
0 dessa posicao para verificar se o animal apresenta dificuldade em se levantar (BARBOSA et
al. 2006).

No ultimo dia do experimento, as fémeas foram eutanasiadas e necropsiadas. Foram

coletados fragmentos do Utero, tubas uterinas e ovarios, além da hipofise, tireoide, encefalo,
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pancreas, rins e figado para analises histopatologicas. As amostras foram fixadas por, no
minimo, 24 horas em formaldeido 10% preparado em PBS 0,01 M e pH 7,2, submetidas a
clivagem, sendo em seguida processadas de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em
blocos de parafina, cortados em microtomo a 5 micrémetros e corados pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (H-E).

Foi realizada andlise histopatoldgica descritiva dos 6rgdos coletados quanto a presenca
ou ndo de congestdo, edema, hemorragia, vacuolizacdo, degeneragdo e necrose. Os achados
histopatoldgicos foram categorizados pela intensidade (leve, moderado e severo) e

distribuicéo (focal, multifocal e difuso).

3.6. Analise estatistica

As médias das concentracOes de progesterona sérica e desvio padrdo foram obtidas por
intermédio de estatistica descritiva. Para analisar os dados obtidos das dosagens séricas de
progesterona, utilizou-se o programa SAEG 7.0, aplicando analise de variancia e regressao.

4. RESULTADOS

No periodo de adaptacdo, todas as fémeas responderam favoravelmente ao protocolo
de sincronizagdo. Demonstraram o0s sinais de cio e, nas duas avaliacdes laparoscopicas
anteriores ao inicio do fornecimento da planta, todas as cabras apresentavam resposta
ovulatoria, evidenciadas pela presenca de corpo hemorragico e corpo luteo, configurando
ciclicidade normal. Alteracdes reprodutivas comecaram aos 25° dias ap6s o fornecimento da
planta, onde as manifestacGes de cio foram menos evidentes nas fémeas do grupo teste em
relacdo as controles. Enquanto estas demonstravam sinais caracteristicos de cio: inquietacao,
movimentos de cauda, vocalizacdo e presenca de muco viscoso observado na parte exterior da
vulva. As fémeas do grupo teste apresentaram-se quietas, sem manifestacfes indicativas de
cio, embora ndo demonstraram sinais clinicos de doenca de deposito lisossomal, ou qualquer
alteracdo de comportamento.

Nas anélises dos esfregacos vaginais, nos dois primeiros ciclos reprodutivos (Ciclo | e

Ciclo 1), compreendidos por um periodo de adaptacéo e o inicio da fase experimental (cerca
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de 15 dias apds de fornecimento de I. carnea subsp. fistulosa,) ambos os grupos apresentaram
na analise citoldgica, as fases do ciclo estral, bem distintas e com suas células caracteristicas.
Houve a predominancia de células superficiais anucleadas e poucas células intermediarias
durante o estro. Esse padrdo celular foi observado por dois dias, havendo apds isso, um
aumento significativo de células intermediarias, caracterizando o inicio da fase lutea,
determinando o periodo do metaestro, no qual se observou também a presenca de células
epiteliais com infiltracdo de leucdcitos e células parabasais. Essas Ultimas aumentaram
consideravelmente, juntamente com as células intermediarias caracterizando o aspecto
citoldégico do periodo de diestro. O aparecimento de células superficiais nucleadas indicou a
transicdo para a fase de proestro.

No terceiro ciclo estral (Ciclo Ill), as fémeas do grupo teste apresentaram uma
predominancia de células intermediarias e parabasais, ndo sendo observada a presenca de
células superficiais, demonstrando um padrdo celular observado na fase lutea (metaestro e
diestro). As cabras do grupo controle mantiveram a distribuicdo dos tipos celulares
apresentadas nos ciclos anteriores, com a caracterizacdo de cada fase. Esses resultados
repetiram-se no ciclo seguinte (Ciclo 1V) do experimento.

Na avaliacdo laparoscopica no periodo experimental subsequente a fase de adaptacéo,
houveram divergéncias nas respostas ovulatérias das cabras do grupo teste em relacdo as
controles. A cabra T-22 ndo demonstrou resposta ovariana, apresentando ovarios lisos, e as
cabras T-23 e T-25, apresentaram resposta fraca, com foliculos de 2 mm. Na mesma
avaliacdo, as fémeas do grupo controle apresentaram corpo liteo e corpo hemorragico. Das
fémeas do grupo teste apenas a T-24 apresentou Corpo lUteo, porém ja regredido. Na
avaliacdo ovariana subsequente, correspondente ao quarto ciclo do experimento, as cabras C-
20 e C-21, pertencentes ao grupo controle, apresentaram corpo liteo e corpo hemorragico
respectivamente. As fémeas T-22, T-23 e T-25 apresentaram foliculos pequenos e auséncia de
dominancia. No grupo teste, apenas o animal T-24 apresentou resposta ovariana pré-
ovulatoria, caracterizada pela presenca de um foliculo maduro. Os achados das anélises

laparoscépicas estdo apresentados na Figura 2.



44

Giclos Grupo controle Grupo Teste
C-1 | 2 CLs 1 CH 2 CLs 2 CLs 1CH 2CH’s
C-11 2 CLs 1CL 1CH 2 CLs 1CH 1CL+1
foliculo
maduro
C-III 1 CH 2CLs Oviérios Foliculos 1 CL Foliculos de 2
lisos de 2 mm regredido mm
C-1V 1CL 1CH Foliculos Foliculos  Foliculo Foliculos de 2-
de 2 mm de 2 mm maduro 3 mm

Figura 2: Apresentacdo dos resultados das andlises laparoscopicas das fémeas caprinas. Os resultados sdo
apresentados por ciclo reprodutivo, identificados pela letra C seguido do numeral romano na sequéncia (C-I, C-
Il, C-lll e C-1V).

Os resultados obtidos dos niveis médios da concentragdo de progesterona das fémeas
dos grupos teste e controle estdo expressos na tabela 1. Ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre as médias obtidas entre os grupos durante o periodo experimental. A avaliacao
estatistica do periodo correspondente aos dois Ultimos ciclos demonstrou diferencas
significativas (P<0,05), onde as fémeas do grupo controle apresentaram niveis mais baixos de

progesterona em relacdo ao grupo teste.
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Tabela 1: ConcentragcGes médias de progesterona sérica e desvio padrdao em fémeas caprinas com doenca de

depdsito lisossomal (Grupo Teste) e fémeas saudaveis (Grupo Controle), avaliadas em 15 coletas ao longo do

periodo experimental.

Coletas Grupo Controle
Progesterona Progesterona
(ng/mL) + Desvio Padrao (ng/mL) + Desvio Padrdo

1 1,126 + 0,31 1,121+ 0,09
2 0,959+ 0,27 1,192+ 0,02
3 0,411+ 0,10 0,603+ 0,14
4 0,572+ 0,25 0,699+ 0,11
5 1,487+ 0,49 1,238+ 0,05
6 1,414+ 0,27 1,307+ 0,01
7 1,654+ 0,35 1,879+ 0,03
8 1,508+ 0,38 1,670+ 0,02
9 1,404+ 0,45 1,532+ 0,04
10 1,510+ 0,43 1,635+ 0,05
11 1,336+ 0,38 0,600+ 0,02
12 1,595+ 0,32 1,282+ 0,03
13 1,560+ 0,33 1,724+ 0,09
14 1,525+ 0,19 0,748+ 0,05
15 1,586+ 0,17 1,281+ 0,02

Teste de Student Newman Keuls (P>0,05).
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Figura 3: Representacdo grafica das concentracdes de progesterona (ng/ml) obtidas de 15 coletas durante o
periodo experimental das fémeas caprinas do Grupo Teste e Grupo Controle.



46

A Figura 3 caracteriza o perfil hormonal da progesterona por intervalo de coleta,
demonstrando resultados variaveis da concentracdo de P4 entre os dois grupos, em diferentes
periodos ao longo do experimento.

Os resultados obtidos das dosagens de progesterona foram bastantes variaveis entre
animais do mesmo grupo e em periodos diferentes de coleta.

Os sinais clinicos neuroldgicos, caracteristicos de doenca de depdsito lisossomal das
fémeas com intoxicacdo induzida pelo consumo de Ipomoea carnea subsp. fistulosa, nao
foram bem evidentes, e iniciaram-se depois de 40 dias de consumo da planta. Esses
consistiram de lentiddo em respostas a testes de propriocepcdo, andar cambaleante, HR test e
Stand up test positivos (Figura 4).

Figura 4: Doenca de depdsito lisossomal em fémea caprina intoxicada experimentalmente por Ipomoea carnea
subsp. fistulosa. Animal apresentando dificuldade em se levantar, ataxia e incoordena¢do motora em resposta ao
Stand up Test.
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N&o foram evidenciadas lesbes macroscopicas a necropsia. Nas analises
histopatologicas, foram observadas as lesbes caracteristicas da Doenga de Depdsito
Lisossomal, causada pela intoxicacdo por swainsonina no cerebelo, que consiste da
vacuolizacdo das células de Purkinje (Figura 5) em todas as cabras do grupo teste.

ny E APy A .

Figura 5: Lesdes no sistema nervoso central das cabras com Doenca de Depdsito Lisossomal. Células de
Purkinje com aspecto tumefeito devido a vacuolizagdo citoplasmatica. Nucleo deslocado para a periferia e

citoplasma palido. HE, Obj.40x.

Na adenohipdfise ndo houve alteracbes, porém na neuro-hipéfise observou-se a

presenca de células em necrose (figura 6).
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em necrose na neurohipdfise, evidenciadas pela observagdo de nicleos

Figura 6: Presenca de células

eosinofilicos e picnéticos. HE, Obj.40x.

Lesdes na tiredide foram observadas em todas as fémeas do grupo teste e consistiram
em vacuolizacdo das células foliculares. Lesdes de vacuolizagbes também foram encontradas
nas células epiteliais do pancreas e em hepatocitos. Foram evidenciadas no figado também,
areas de degeneragdo. Ndo foram observadas lesdes no tecido uterino. Porém, os ovarios
apresentaram comprometimento das Células da Teca (figura 7), caracterizado por lesGes de
degeneracdo, necrose e, principalmente, células vacuolizadas. Também foi observado o
acometimento de células da Camada da Granulosa em umas das fémeas (T-24).
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Figura 7: Lesdes em ovarios das cabras com Doenca de Deposito Lisossomal. Teca interna do ovério de cabra
com doenca de depdsito lisossomal, com a presenga de vacuolizacdo celular. Observa-se células da tega
aumentadas de volume e citoplasma palido. HE Obj. 40x.

5. DISCUSSAO

A dose de swainsonina presente nas folhas de I. carnea subsp. fistulosa e administrada
as fémeas utilizadas neste estudo, foi considerada subdose, uma vez que Gotardo et al. (2016)
utilizaram doses superiores ao dobro da utilizada neste trabalho. O uso de baixas doses do
principio ativo, refletiu no tempo de aparecimento dos primeiros sinais neuroldgicos
caracteristicos de doenga de depdsito lisossomal, que foram observados aos 22 dias de
experimento por Lima et al. (2013) utilizando o dobro da dose de swainsonina. A opg¢éo pelo
uso de subdoses nesse delineamento, buscou avaliar os aspectos da intoxicacdo a partir da
ingestdo de pequenas quantidades da planta, visando simular o que ocorre em caso de
intoxicacdo natural, onde os animais ingerem a planta alternadamente a outras fontes

alimentares.
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As alteracOes reprodutivas foram constatadas clinicamente pela auséncia de cio e,
mediante os resultados das analises da citologia vaginal, laparoscopia, concentracdes séricas
de progesterona e histopatologico. Porém, esses distlrbios ndo cursaram com sinais
neuroldgicos, que sdo as principais alteracées da doenca de deposito lisossomal causada pelo
consumo de plantas que contém swainsonina (COLODEL, 2005; MENDONCA et al.,2011;
MENDONCA et al., 2012). Oliveira et al. (2011) atribuiram os déficits reprodutivos das
fémeas intoxicadas por Ipomoea carnea subsp. fistulosa, a apatia provocada pela dificuldade
de se alimentar devido aos tremores de intencdo. Porém, no presente estudo, as fémeas nédo
apresentaram tremores, embora tenha sido observado apatia e diminuicdo no consumo
alimentar em alguns animais.

Evidéncias de alteracdes reprodutivas nas cabras, mesmo sem manifestacdes clinicas
de doenca de deposito lisossomal, séo reforcadas com os resultados da citologia vaginal, nos
quais as cabras do grupo teste ndo apresentaram celularidade compativel com a fase do ciclo
estral, demonstrando que animais que consomem Ipomoea carnea subsp. fistulosa, podem
aparentar higidez, mesmo desenvolvendo alteracdes fisiologicas limitantes como deficiéncias
ou falhas reprodutivas imperceptiveis a campo. Essa falha no diagnostico acarreta em
prejuizos ao produtor, impedindo o descarte precoce e a identificacdo e eliminacdo do
problema através da retirada dessas plantas do pasto, a fim de evitar novos casos.

Apesar de contestavel valor diagnostico da citologia vaginal em cabras em relacdo a
sua importancia para outras espécies, essa técnica pode ser considerada mais uma alternativa
para viabilizar o controle reprodutivo e a identificacdo de possiveis disturbios hormonais
(RAPOSO et al., 1999). Leigh et al. (2010) concluiram que uma monitoracdo cuidadosa da
citologia vaginal permite a determinagdo da fase do ciclo estral, constituindo importante
ferramenta de identificacdo, onde os sinais de estro ndo sdo suficientemente evidentes.

Os tipos celulares predominantes na fase de estro sdo decorrentes da influéncia
estrogénica sobre o epitélio vaginal, que causa intensa descamacao e o aparecimento dessas
células superficiais anucleadas (RAPOSO et al., 1999). A auséncia dessa apresentacdo nos
esfregacos das fémeas do grupo teste sugere possiveis alteracbes hormonais como
responsaveis pela celularidade vaginal incompativel com a fase folicular. Assim como a
diminuicgéo da diferenciacéo das células superficiais em decorréncia do aumento dos niveis de
progesterona, justificando a auséncia ou menor incidéncia dessas celulas na fase luteal

(metaestro e diestro).
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Os eventos bioldgicos observados a partir dos achados obtidos nos esfregacos vaginais
das cabras do grupo teste assemelham-se as observagdes obtidas nas analises laparoscopicas
no periodo experimental, nas quais a auséncia de foliculos maduros e corpo lGteo ou
hemorragico indicam possivel inatividade ou reducéo da atividade ovariana, cuja causa pode
ser atribuida a débitos hormonais que, segundo Borges et al. (2008) refletem no quadro
citologico vaginal.

Ondas de crescimento folicular, sem estabelecimento de dominéncia ocorrem na
presenca de niveis elevados de progesterona que exerce uma inibicdo sobre o suporte
gonadotrofico e consequente liberagdo de LH, necessario para o estagio final de crescimento
folicular e ovulagdo (BERBER et al., 2007). Embora ndo tenha sido demonstrada diferencga
significativa entre as concentracdes de progesterona entre 0s grupos estudados ao longo do
experimento, a analise do grafico evidencia que em determinados periodos, coincidentes com
a fase folicular, onde as fémeas controles apresentaram niveis séricos de Py, inferiores a 1
ng/mL, as cabras do grupo teste apresentaram niveis elevados desse hormonio. Esse padréo
hormonal permite o desenvolvimento de foliculos conforme observado nas cabras do testes,
mas estes ndo atingem maturidade devido a supressdo da luteinizacdo pela Pj.

Provavelmente, a semelhanca nos valores encontrados nas dosagens de progesterona,
tenha ocorrido devido a grande variacdo nos resultados, uma vez que foram avaliadas as
concentracdes de progesterona de todo o periodo, inclusive da fase de adaptacéo.

Valores abaixo de 1 ng/ mL constituem concentracdes normais nas fases de proestro e
estro, segundo Kandil et al. (1991), Na et al. (1995) e Prestes et al.(1996). Esse perfil
hormonal foi demonstrado pelas fémeas do grupo controle em todas as fases foliculares de
todo o periodo estudado. Os niveis mais altos de progesterona demonstrados pelas fémeas do
grupo teste, sdo incompativeis com o perfil hormonal dessa fase do ciclo estral, justificando o
aparecimento de foliculos nessas fémeas observados a laparoscopia, uma vez que, niveis
elevados de P4, resultam num recrutamento de foliculos devido ao feedback positivo exercido
sobre a liberacdo de FSH. Porém, ndo ha ovulacdo porque ndo ha estimulos para a secrecdo de
LH (LEGA et al., 2005), justificando a inobservagdo de corpos luteos ou hemorragicos nas
fémeas testadas.

Embora evidenciadas alteragdes funcionais, a auséncia de lesdes macroscopicas €
comum em casos de intoxicacdo por Ipomoea carnea subsp. fistulosa, exceto em intoxicacoes

cronicas, onde pode-se observar atrofia cerebelar (OLIVEIRA et al., 2011). Essa condigdo



52

inexistiu nos animais deste trabalho, uma vez que a intoxicagdo ocorreu de maneira aguda e
com subdoses de swainsonina, justificando o ndo aparecimento desta lesdo. Ja as alteracbes
microscopicas encontradas no exame histopatoldgico, foram semelhantes as descritas por
Oliveira et al.(2009), Mendonca et al. (2012), Mendonga et al. (2011), Barbosa et al. (2007), e
Rocha et al. (2016), exceto as encontradas nas células da teca dos ovarios das fémeas
intoxicadas.

N&o existem relatos do comprometimento dessas células em intoxicacdes por I.
carnea. Essas lesdes podem ter sido responsaveis por alteracdes hormonais nas fémeas do
grupo teste, considerando a sua fungdo na regulacdo do ciclo estral, destacando-se a produgéo
de testosterona que é convertida em estradiol pelas células da granulosa. O incremento do
estradiol promove o suporte de FSH e desencadeia a secrecéo de LH até o pico pré-ovulatorio.
Toda essa cascata hormonal é fundamental para as manifestacdes dos sinais de cio e
consequente ovulacdo (AISEN & BICUDO, 2008). Alteragdes citoplasmaticas como
vacuolizagdo podem comprometer o funcionamento celular, havendo, portanto, déficits de sua
funcdo (RIET et al., 2009). Nesse caso, a auséncia de sinais de estro, bem como as respostas
ovulatorias desfavoraveis observadas nas fémeas experimentais, podem ser justificadas pelo
comprometimento funcional das células da teca.

As lesbes de vacuolizacdo de células de Purkinje apresentaram-se distribuidas de
forma multifocal, evidenciando um comprometimento menor do 6rgdo quando comparado a
estudos onde utilizou-se doses superiores de swainsonina, como demonstrado por Lima et al.
(2013), que através de analise morfométrica do cerebelo difusamente comprometido por
vacuolizacdo dessas células, verificaram alteracfes significativas da espessura da camada
molecular deste segmento do SNC dos animais intoxicados. Por esse motivo, os animais do
estudo ndo apresentaram sinais de disfuncdes cerebelares, como hipermetria, incoordenacéo,
andar cambaleante, ataxia e perda de equilibrio conforme citado em trabalhos de intoxicacdes
por plantas que contém swainsonina (ARMIEM et al., 2007; DANTAS et al., 2007; RIET-
CORREA et al., 2009; MENDONCA et al., 2012; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013; COOK
etal., 2014, LIMA et al. 2013).

Oliveira Junior et al. (2011) concluiram que fémeas caprinas intoxicadas por I. Carnea
subsp. fistulosa apresentaram baixo desempenho produtivo e reprodutivo. Porém, essas
alteracOes reprodutivas observadas, que consistiram de baixa fertilidade e nascimento de crias

fracas que ndo ingerem o colostro e morrem poucos dias ap6s 0 nhascimento, 0s autores
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associam a desnutricdo das cabras. Essa condi¢do foi atribuida aos tremores de intengdo
manifestados em consequéncia do desaparecimento dos neurdnios de Purkinje. Esses temores
aumentavam quando os animais tentam se alimentar, o que levaria a essa condicdo nutricional
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2011).

Porém, as fémeas utilizadas nesse estudo ndo manifestaram esses sinais neuroldgicos,
nem desnutricdo. Isso aponta para a possibilidade de que o comprometimento celular
observado nas camadas de células da teca, tenha afetado o ciclo reprodutivo das cabras
intoxicadas. Podendo também ter envolvimento dos hormdnios da tiredide, que teriam os
niveis séricos reduzidos devido ao comprometimento das células foliculares acometidas por
vacuolizagdo. Considerando o envolvimento dos horménios tireoidianos, especialmente no
sistema reprodutor, atuando no metabolismo e crescimento celular (OSORIO et al., 2014), a
hipdtese de que as lesbes celulares observadas nesse 6rgao possam resultar em efeitos clinicos

na reproducéo, deve ser considerada.

6. CONCLUSAO

Alteracbes reprodutivas em cabras podem ser atribuidas ao consumo de Ipomoea
carnea subsp. fistulosa, mesmo que em pequenas quantidades. A doenca de depoésito
lisossomal por ingestdo de swainsonina, cujos sinais nervosos ja estdo bem estabelecidos,
afeta também a reproducdo de fémeas caprinas, comprometendo o ciclo estral. O
acometimento de células do ovério pode estar relacionado, devido a provaveis alteracdes no

perfil hormonal da progesterona.
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