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RESUMO: Ipomoea asarifolia é uma planta tremorgênica, cujo princípio ativo ainda não 

está determinado e os principais sinais clínicos observados na intoxicação por essa planta 

em ruminantes são tremores de intenção e incoordenação. O objetivo desse trabalho foi 

comprovar se I. asarifolia é tremorgênica para camundongos e o seu efeito sobre o 

equilíbrio, coordenação motora e força muscular e demonstrar se a toxina tremorgênica era 

eliminada pelo leite. No primeiro estudo, três grupos de camundongos machos adultos da 

linhagem Swiss receberam ração contendo 0, 20% e 30% de folhas de I. asarifolia por 30 

dias. No dia 0 e a cada cinco dias foram mensurados o consumo de ração e água e o peso 

dos animais, realizando-se também testes na trave elevada, suspensão em fio e rota rod. As 

alterações no equilíbrio e coordenação motora observadas na trave elevada e no rota rod 

sugerem que a planta afete o sistema nervoso central. A intoxicação ficou evidente pela 

diminuição significativa no consumo de água e no peso dos animais e pela mortalidade nos 

grupos experimentais. Porém tremores musculares não foram observados, o que não 

justifica a utilização de camundongos machos adultos para estudo do princípio ativo da 

planta. Para demonstrar se a toxina tremorgênica de I. asarifolia era eliminada pelo leite, 

três grupos de camundongos fêmeas adultas da linhagem Swiss receberam, imediatamente 

após o parto e até o desmame, ração contendo 0, 20% e 30% de folhas de I. asarifolia seca. 

Todas as proles das fêmeas que receberam I. asarifolia apresentaram tremores 2-4 dias 

após o nascimento. A totalidade dos camundongos da prole das fêmeas que receberam 20% 

de I. asariflia recuperaram-se 4-7 dias após a desmama e todos os filhotes das fêmeas que 

receberam 30% da planta na ração morreram antes ou até 2 dias após o desmame ainda 

apresentando tremores.  Conclui-se que o composto tóxico tremorgênico da I. asarifolia é 

eliminado pelo leite e que camundongos lactentes podem ser utilizados para o estudo do 

princípio ativo da planta. 
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Palavras-chave: Ipomoea asarifolia, plantas tóxicas, toxinas no leite, toxinas 

tremorgênicas. 
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ABSTRACT: Ipomoea asarifolia is a  tremorgenic plant whose active principle is not yet 

determined and the main clinical signs observed in the  poisoning this plant in ruminants 

are intention tremors and incoordination. The aim of this study was to see if I. asarifolia is 

tremorgenic for mice and its effect on balance, coordination and muscle strength and 

demonstrate if the tremorgenic toxin is excreted by milk. In the first study, three groups of 

adult male mice of the Swiss strain received ration containing 0, 20% and 30% of the 

leaves of I. asarifolia for 30 days. On day 0 and every five days were measured feed and 

water intake and the weight of the animals and performed tests on the elevated bar, wire 

suspension and rota rod. Changes in balance and motor coordination observed in the 

elevated bar and the rota rod suggest that the plant affects the central nervous system. The 

intoxication was evident by the significant reduction in water consumption and weight of 

the animals and the mortality in experimental groups. However, muscle tremors were not 

observed, which does not justified  the use of adult male mice to study the toxic compound 

of I. asarifolia. To demonstrate whether tremorgenic toxin of the I. asarifolia is excreted 

by milk, three groups of Swiss female mice received, immediately after given birth until 

weaning, ration containing 0, 20% and 30% of dry I. asarifolia. All the offsprings of the 

females that received I. asarifolia showed tremors 2-4 days after birth. The offsprings of 

the females that received 20% I. asariflia recovered 4-7 days after weaning. The offsprings 

of the females that received 30% of the plant in the ration died with tremors before 

weaning or until two days after weaning. It is concluded that the tremorgenic compound of 

I. asarifolia is eliminated by milk and that lactating mice may be used for the 

determination of the toxic compound of this plant.  

Key words: Ipomoea asarifolia, toxic plants, toxins in milk, tremorgenic toxins. 
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Introdução 

 

Ipomoea asarifolia é uma planta tremorgênica que causa intoxicação em 

ruminantes. Em ovinos a intoxicação tem sido observada em cordeiros que permanecem 

encerrados, sem ingerir a planta, enquanto as ovelhas ingerem a planta no campo, sem 

apresentar sinais da doença, o que sugere que o princípio ativo tremorgênico, que até o 

momento ainda não foi identificado, é eliminado pelo leite. 

Esta Dissertação, apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Medicina 

Veterinária da Universidade Federal de Campina Grande como parte dos requisitos para 

recebimento do título de Mestre em Medicina Veterinária, é composta por dois capítulos 

constituídos por dois artigos científicos originais enviados para publicação na revista 

Ciência Rural, nos quais são descritos estudos toxicológicos realizados com Ipomoea 

asarifolia em camundongos. O primeiro artigo verificou os efeitos da administração de 

diferentes concentrações de folhas de I. asarifolia na ração de camundongos, e o segundo 

verificou a eliminação da toxina tremorgênica de I. asarifolia pelo leite. 
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CAPÍTULO I 

Efeitos da administração de diferentes concentrações de folhas de Ipomoea asarifolia na 

ração de camundongos. 

Trabalho aceito para publicação na revista Ciência Rural. 
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Efeitos da administração de diferentes concentrações de folhas de Ipomoea asarifolia 

na ração de camundongos. 

Effects of administration of diferent concentrations of leaves of Ipomoea asarifolia in 

feed of mice. 

José Radmácyo Gomes LopesI Franklin Riet-CorreaI Marcia Alves de MedeirosI 

Francelicia Pereira Marques DantasI  Rosane Maria Trindade MedeirosI* 

 

RESUMO 

Considerando que os principais sinais clínicos observados na intoxicação por 

Ipomoea asarifolia em ruminantes são tremores de intenção e incoordenação, o objetivo 

desse trabalho foi comprovar se I. asarifolia é tremorgênica para camundongos e o seu 

efeito sobre o equilíbrio, coordenação motora e força muscular. Três grupos de 

camundongos machos adultos da linhagem Swiss receberam ração contendo 0, 20% e 30% 

de folhas de I. asarifolia por 30 dias. No dia 0 e a cada cinco dias foram mensurados o 

consumo de ração e água e o peso dos animais, realizando-se também testes na trave 

elevada, suspensão em fio e rota rod. Foram observadas alterações no equilíbrio e na 

coordenação motora na trave elevada e no rota rod, o que  sugere que a planta afete o 

sistema nervoso central; porém não ocorreram tremores musculares, pelo que não se 

justifica a utilização de camundongos machos adultos para estudo do princípio ativo da 

planta. 

Palavras-chave: Ipomoea asarifolia, plantas tóxicas, equilíbrio, coordenação motora. 

 

ABSTRACT 

The main clinical signs observed in the poisoning in ruminants the Ipomoea 

asarifolia are intention tremors and incoordination. The aim of this study was to determine 

I Hospital Veterinário, CSTR, Universidade Federal de Campina Grande, Campus de 
Patos, 58700-970, Patos-PB, Brasil. *Autor para correspondência: rmtmed@uol.com.br 

mailto:rmtmed@uol.com.br
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if I. asarifolia is tremorgenic for mice and its effect on equilibrium, coordination and 

muscle strength. Three groups Swiss male mice received ration containing 0, 20% and 

30% of dry I. asarifolia for 30 days. On day 0 and every five days feed and water intake 

and the weight of the animals were measured. At the same time the animals were tested 

equilibrium, coordination and muscle strength on the elevated bar, wire suspension and 

rota-rod. Changes in balance and motor coordination were observed in the elevated bar and 

the rota-rod, suggesting that the plant affects the central nervous system. However, muscle 

tremors were not observed, suggesting that the use of adult mice is not appropriate for the 

study of the toxic compound of I. asarifolia. 

Key words: Ipomoea asarifolia, toxic plants, equilibrium, motor coordination.  

 

INTRODUÇÃO 

Ipomoea asarifolia é uma planta que causa uma síndrome tremorgênica em ovinos 

(DÖBEREINER et al., 1960; GUEDES et al., 2007), caprinos (DÖBEREINER et al., 

1960; MEDEIROS et al., 2003; GUEDES et al., 2007; ARAÚJO et al., 2008), bovinos 

(DÖBEREINER et al., 1960; BARBOSA et al., 2005) e bubalinos (BARBOSA et al., 

2005). A intoxicação, observada nas regiões Nordeste (MEDEIROS et al., 2003) e Norte 

(BARBOSA et al., 2005), caracteriza-se por tremores principalmente de cabeça e pescoço. 

Os tremores inicialmente são finos e discretos, com balançar de cabeça, que podem ser 

exacerbados quando os animais são movimentados ou assustados. Mais tarde os animais 

desenvolvem ataxia cerebelar com tremores severos, andar incoordenado com membros 

rígidos, hipermetria, balançando quando está em pé e com os membros abertos. Muitos 

casos não têm lesões histológicas, mas alguns com manifestações clínicas prolongadas 

apresentam degeneração e perda das células de Purkinje e presença de esferoides axonais 

na camada granular do cerebelo (GUEDES et al., 2007). Quando os animais são removidos 
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das pastagens, a regressão completa dos sinais clínicos ocorre em 7 – 15 dias. Até o 

momento ainda não se identificou o princípio tóxico da I. asarifolia, porém há algumas 

hipóteses sobre a natureza do princípio tóxico da salsa mas nenhuma confirmada. 

SANTOS (2001), utilizando camundongos como modelo animal, sugere que a toxina da 

salsa seja uma lectina de natureza glicoproteica que chamou de lectina tóxica da salsa; no 

entanto, os sinais observados com a administração endovenosa dessa lectina foram 

dispnéia, convulsões tônico-clônicas e paralisia flácida, seguida de morte, quadro que não 

tem relação com os sinais neurológicos observados em ruminantes. MEDEIROS et al. 

(2003) sugerem que o princípio tóxico da I. asarifolia seja uma micotoxina ou fitotoxina 

tremorgênica. Para o estudo da identificação do princípio tóxico da I. asarifolia bem como, 

o seu mecanismo de ação, se faz necessário ter um modelo animal, que responda 

satisfatoriamente à intoxicação pela planta, reproduzindo os sinais observados nos 

ruminantes. Em um experimento piloto de nosso grupo de pesquisa foi observado que 

camundongos que receberam ração contendo 20% e 30% de I. asarifolia apresentaram 

tremores discretos generalizados (DANTAS 2011, dados não publicados). Considerando 

que o principal sinal clínico observado nos ruminantes intoxicados por salsa é o tremor de 

intenção e a incoordenação, o objetivo deste trabalho foi comprovar se I. asarifolia é 

tremorgênica para camundongos. Além disso, foram estudados os efeitos da I. asarifolia 

sobre o equilíbrio, coordenação motora e a força muscular de camundongos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 Foram utilizados 21 camundongos (Mus musculus), machos de linhagem Swiss, 

com idade de 40 dias, divididos em 3 grupos homogêneos sendo 2 grupos experimentais e 

1 controle. Os animais eram oriundos de cruzamentos sucessivos no Centro de Criação e 

Experimentação em Animais de Laboratório (CCEAL-Biotério) do Curso de Medicina 
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Veterinária do Centro de Saúde e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina 

Grande, Campus de Patos, PB. Os animais foram alojados, por grupo, em gaiolas de 

plástico fosco, com tampas metálicas, medindo 30x20x13cm, mantidas em salas com 

temperatura ambiente (22-25 ºC) controlada por meio de aparelho de ar condicionado, em 

ciclo de luz natural. A identificação dos animais foi realizada com marcas na cauda, feitas 

com caneta hidrofóbica (Pilot®), renovadas semanalmente.  

A ração oferecida aos animais foi preparada com folhas de I. asarifolia coletadas 

nos arredores do Hospital Veterinário da UFCG, secadas à sombra por aproximadamente 

10 dias, moídas e posteriormente misturadas com ração comercial para camundongos 

(PRESENCE®), que também foi moída, nas proporções de 20% (Grupo 2) e 30% (Grupo 

3). Essa mistura foi homogeneizada manualmente, acrescentando-se 200mL de água e 10% 

de amido de milho para se obter a consistência adequada, sendo em seguida peletizada 

artesanalmente com o uso de seringas descartáveis de 20mL. Após a fabricação, os pellets 

foram secados à sombra, em temperatura ambiente. Os animais do Grupo 1, controle,  

receberam ração comercial.  

O consumo de ração e de água e o ganho de peso dos animais dos grupos 

experimentais e controle foram avaliados no primeiro dia de experimento, antes do início 

da ingestão da planta, e a cada cinco dias até o 30º dia do experimento. Nesse mesmo 

período, os animais foram submetidos aos testes de trave elevada, suspensão em fio e rota 

rod. 

 O teste de suspensão em fio permite detectar anormalidades neuromusculares 

mediante a capacidade do animal sustentar seu próprio corpo no fio, o que requer força 

muscular. O aparelho utilizado consistia em um fio de cobre de 2mm de diâmetro, 

suspenso horizontalmente entre duas barras de madeira com 40cm de altura, dispostas 

perpendicularmente ao chão e a 80cm de distância uma da outra. Na base do equipamento 
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foi colocada uma caixa plástica contendo maravalha, com o intuito de amortecer o impacto 

do animal no momento da queda (Figura 1A). Para o teste, o animal era conduzido pelo 

avaliador até o fio, para que pudesse colocar as patas dianteiras no mesmo. Media-se o 

tempo total que o animal permanecia no fio.  O cronômetro era parado imediatamente após 

a queda do animal e o tempo de permanência registrado. 

O rota rod é utilizado nos testes para avaliar coordenação motora e equilíbrio. É um 

dos testes mais utilizados para medir função motora nos roedores por ser considerado um 

dos mais sensíveis para isto. Foi utilizado um aparelho Rota Rod automatizado (EFF 411, 

Insight®), que consistia em uma caixa de acrílico com um cilindro de 8cm de diâmetro 

instalado transversalmente a aproximadamente 20cm do piso do equipamento, mantido em 

rotação através de um motor. A caixa era dividida em 4 baias, de aproximadamente 10cm 

de largura, permitindo a análise de quatro animais simultaneamente (Figura 1B). Para o 

teste, cada animal era colocado sobre o cilindro já em movimento (velocidade inicial de 

aproximadamente 10 rotações por minuto), e media-se o tempo que o mesmo conseguia se 

equilibrar até cair. Na queda, o cronômetro que verificava o tempo de equilíbrio era 

automaticamente parado, já que o equipamento possui um sistema instalado no piso de 

cada baia que detecta o impacto da queda; os animais eram reconduzidos a respectiva baia 

e o cronômetro reativado, contabilizando o total de quedas ao final de seis minutos 

(velocidade final de 25 rotações por minuto). Foi realizado treinamento prévio dos animais 

nos dois dias que antecederam o início do experimento. Para isso, cada animal foi colocado 

para caminhar sobre o cilindro giratório, em rotação mínima, por 2 minutos. 

A trave elevada é um equipamento utilizado para avaliar o equilíbrio corporal. Foi 

usado uma trave elevada adaptada para camundongos, que era constituído por uma trave de 

madeira (1cm de largura e espessura, por 2m de comprimento) apoiada em duas 

plataformas (10cm x 10cm, cada) uma em cada extremidade, com 20cm de altura (Figura 
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1C). Para o teste, o animal era colocado no centro da trave elevada, cronometrando-se o 

tempo transcorrido até que chegasse a uma das extremidades do equipamento. Dois dias 

consecutivos antes do início do experimento, foi realizado um treinamento com os animais 

no aparelho, onde eram colocados para andar livremente sobre a trave elevada, por 5 

minutos.  

Os resultados obtidos após o estudo das variáveis foram submetidos à análise 

estatística pelo Teste ANOVA (variáveis com distribuição normal) ou Kruskal-Wallis 

(variáveis com distribuição não normal), utilizando-se o programa estatístico BioEstat 5.0, 

adotando-se 95% de intervalo de confiança. 

 

RESULTADOS 

A comparação estatística do consumo de ração entre os grupos experimentais e 

controle revelou não haver diferença significante na ingestão de ração. O consumo de água 

entre os grupos experimentais e controle (Figura 2) apresentou diminuição significante 

(p<0,05) nos dois grupos experimentais quando comparado com o grupo controle. O peso 

foi significativamente menor (p<0,05) nos animais dos grupos experimentais comparando-

se com aqueles do grupo controle, a partir do 10º dia de experimento (Figura 3).  

Foi observada mortalidade apenas nos grupos experimentais. No grupo 2 um animal 

morreu no 23º dia do experimento (14,28%) e no grupo 3 dois animais morreram sendo um 

no 18º dia e outro no 24º dia do experimento (28,57%).  

 No teste da trave elevada, dois animais do grupo 3 já apresentavam alterações de 

equilíbrio no primeiro teste realizado após o início do consumo de ração contendo I. 

asarifolia (5º dia experimental), caracterizadas pelo andar mais aderido à trave e pelo 

aumento do tempo na realização do percurso na mesma. Com o transcorrer das realizações 

dos testes, essas alterações aumentaram de intensidade e no número de animais afetados, 
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sendo que, ao final dos 30 dias, todos os animais apresentavam essas alterações de forma 

intensa. Já no grupo 2, as alterações de equilíbrio citadas anteriormente só foram 

observadas no segundo teste após o início do consumo de ração contendo I. asarifolia (10º 

dia experimental), também em dois animais, porém de forma mais branda. No 30º dia 

experimental, metade dos animais sobreviventes (3 animais) do grupo 2 apresentavam 

essas alterações, porém de forma menos acentuada que o grupo 3. As médias de tempo, em 

que os animais levaram para chegar do meio da trave até a base da mesma e a análise 

estatística apresentam-se na Tabela 1.     

No teste de suspensão em fio não se verificou diferença significante na força 

muscular entre os grupos controle e experimentais. No teste do rota rod observou-se 

aumento significante (p<0,05) no número de quedas nos animais do grupo 3 em relação ao 

grupo controle (Tabela 2). 

 

DISCUSSÃO 

Os resultados mostraram que as rações contendo 20% e 30% de folhas de I. 

asarifolia foram tóxicas para camundongos adultos, uma vez que foram observadas 

alterações do equilíbrio e coordenação motora no rota rod e na trave elevada, o que sugere 

que a planta afeta o sistema nervoso central. No entanto, não foram identificadas alterações 

na força muscular, o que é evidenciado pelos resultados semelhantes observados entre os 

grupos no teste da suspensão em fio. Além disso, a toxicidade da planta ficou evidenciada 

pela diminuição significante no consumo de água e no peso e pela mortalidade nos grupos 

experimentais. Por outro lado, não foram observados tremores musculares, que é o 

principal sinal clínico dos ruminantes intoxicados pela planta. Estes resultados foram 

diferentes dos obtidos em um experimento piloto de nosso grupo de pesquisa, no qual 

quatro camundongos alimentados com 20% e 30% de I. asarifolia na ração apresentaram 
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tremores discretos a partir do terceiro dia de administração (DANTAS 2011, dados não 

publicados).  

Esses resultados, no seu conjunto mostram que apesar de que camundongos são 

susceptíveis a intoxicação por I. asarifolia, o aparecimento de tremores é inconstante, pelo 

que não se justifica a utilização deste modelo para estudos do princípio ativo da planta. No 

entanto outros protocolos poderão ser testados em camundongos ou em outras espécies, 

como por exemplo, a utilização de extratos administrados por vias digestiva ou 

intraperitoneal. A inoculação de penitren A, substância tremorgênica presenta em Lolium 

perene, causa tremores em ratos quando inoculado pela via intraperitoneal (CAVANAGH 

et al., 1998; LU et al., 2008).   

 

CONCLUSÃO 

Conclui-se que Ipomoea asarifolia é tóxica para camundongos adultos causando 

alterações motoras e do equilíbrio; porém não causa tremores consistentemente, pelo que 

não se recomenda este modelo para o estudo do princípio ativo da planta.  
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Figura 1 - A: suspensão em fio; B: rota rod; C: trave elevada. 
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Figura 2- Médias e desvios padrões do consumo de água. 
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Figura 3: Médias e desvios padrões dos pesos dos animais. 
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Tabela 1 - Média dos tempos dos grupos experimentais e controle na trave                

elevada. 

 Controle 20% 30% 

0 9,60±1,51a 8,90±2,25a 14.27±4,30b 

5º 6,68±2,06a 13,06±6,68ab 18,51±5,38b 

10º 5,37±1,96a 12,44±14,95a 22,94±10,04b 

15º 5,04±1,05a 11,45±7,91ab 24,69±29,51b 

20º 5,12±3,13a 8,06±3,27ab 13,22±5,44b 

25º 3,82±1,02a 11,24±5,74b 13,95±5,62b 

30º 4,56±1,06a 8,01±4,02ab 13,05±4,63b 

Letras diferentes na mesma linha significa diferença estatística (p<0,05). 
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Tabela 2: Média de quedas dos grupos experimentais e controle no rota rod. 

 Controle 20% 30% 

Dia 0 0,42±0,78a 2,42±2,29a 4,14±3,97a 

5º dia 0,71±1,11a 3,42±4,03ab 10,28±5,46b 

10º dia 1,28±0,95a 4,42±4,96ab 12,28±8,75b 

15º dia 2,85±2,34a 5,71±7,82ab 14,57±10,62b 

20º dia 1,42±1,9a 7±7,95ab 14,5±12,47b 

25º dia 1,42±1,61a 3,66±6.65a 22±27a 

30º dia 1,42±81a 3±6,41a 18,4±21,78a 

Letras diferentes na mesma linha significa diferença estatística (p<0,05). 
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Eliminação da toxina tremorgênica de Ipomoea asarifolia pelo leite. 
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Elimination of the tremorgenic toxin of Ipomoea asarifolia by milk 

 

Eliminação da toxina tremorgênica de Ipomoea asarifolia pelo leite 

 

José Radmácyo G. Lopesa, Franklin Riet-Correaa1, Daniel Cookb, James A. Pfisterb and 

Rosane M. T. Medeirosa 

 

ABSTRACT 

With the aim to determine if the tremorgenic toxin of Ipomoea asarifolia is 

eliminated in milk, three groups of Swiss female mice received, immediately after giving 

birth until weaning, a ration containing 0, 20% and 30% of dry I. asarifolia. All the 

offspring of the females that received 20% and 30% I. asarifolia showed tremors 2-4 days 

after birth. The offspring of the females that received 20% I. asarifolia recovered 4-7 days 

after weaning. The offspring of the females that received 30% of the plant in the ration 

died while showing tremors before weaning or up to two days after weaning. It is 

concluded that the tremorgenic compound of I. asarifolia is eliminated in milk, and that 

lactating mice may be used as a model for the determination of the toxic compound(s) in 

this plant.  

Key words: Ipomoea asarifolia, tremorgenic toxins, toxins in milk, toxic plants. 

RESUMO 

 Com o objetivo de determiner se a toxina tremorgênica de Ipomoea asarifolia é 

eliminada pelo leite, três grupos de camundongos fêmeas da linhagem Swiss receberam, 
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imediatamente após o parto e até o desmame, ração contendo 0, 20% e 30% de folhas secas 

de I. asarifolia. Todos os filhotes das fêmeas que receberam 20% e 30% de I. asarifolia na 

ração apresentaram tremores 2-4 dias após o nascimento. As proles das fêmeas que 

receberam 20% de I. asarifolia recuperaram-se 4-7 dias após o desmame. As proles das 

fêmeas que receberam 30% da planta na ração morreram, ainda apresentando tremores, 

antes ou até dois dias após o desmame. Concluindo que a toxina tremorgênica de I. 

asarifolia é eliminada pelo leite, e que camundongos lactentes podem ser usados como 

modelo para se determiner o(s) componente(s) tóxico(s) dessa planta. 

Palavras-chave: Ipomoea asarifolia, toxinas tremorgênicas, toxinas no leite, plantas 

tóxicas. 

 

INTRODUCTION 

Ipomoea asarifolia R. et Schult. (common name: salsa), family Convolvulaceae, is 

a plant native to South and Central America. In Brazil it is very common in the Amazon 

region, in the Northeast, and along the coast, from northern Brazil to the southern states of 

Rio de Janeiro and São Paulo (KISSMANN & GROTH, 1992). I. asarifolia is a 

tremorgenic plant that causes poisoning in sheep (DÖBEREINER et al., 1960; GUEDES et 

al., 2007), goats (DÖBEREINER et al., 1960; MEDEIROS et al., 2003; GUEDES et al., 

2007), cattle (DÖBEREINER et al., 1960; BARBOSA et al., 2005) and buffalo 

(BARBOSA et al., 2005). Clinical signs caused by I. asarifolia are similar than those 

caused by the indole-diterpene mycotoxins produced by different fungi (DI MENNA et al., 

2012; CAWDELL-SMITH et al., 2010), but the tremorgenic toxin of the plant is unknown. 

 In an experiment with rats I. asarifolia was administrated to females during 

pregnancy and lactation; the dams showed no alterations, but the pups presented behavioral 

changes, however tremors were not observed (SILVA et al., 2012). Behaviour changes 
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without tremors were also observed in weaned of mice ingesting I. asarifolia (LOPES, 

2013). In sheep the poisoning has been observed in nursing lambs that remain confined, 

without ingesting the plant, while their mothers ingested the plant while grazing without 

showing signs of disease (ARAÚJO et al., 2008; FREITAS et al., 2011).  These 

observations suggest that the tremorgenic compound of the plant is eliminated in milk. 

However, this hypothesis was not confirmed in experiments in sheep (ARAÚJO et al., 

2008) and goats (FREITAS et al., 2011) that ingested I. asarifolia before and/or after 

lambing without causing clinical signs in the offspring.  

 This experiment was performed to determine if the tremorgenic toxin of I. 

asarifolia is eliminated through the milk in lactating mice, causing tremors in the 

offspring.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 Fifteen Swiss mice Mus musculus, 12 females and 3 males, aged 40 days were 

housed in plastic cages with metal lids, measuring 30x20x13cm. All cages were kept in 

rooms with controlled temperature of 22-25 °C, using a natural light cycle, from 

approximately 5:00am to 5:45pm. The animals were housed in cages with four females and 

one male per cage. After confirmation of pregnancy, by the increasing abdominal size and 

weight gain in females, they were transferred to individual cages. After parturition the 

females were kept with their offspring until 21 days post parturition.  

 The ration given to the animals was prepared with the leaves of I. asarifolia 

collected in a place (S 07° 04’ 00.9” and W 037º 16’ 48.8”) in the municipality of Patos, 

Paraíba state.  A voucher specimen of the plant was authenticated and deposited in the 

Center for Health and Rural Technology herbarium (CSTR #4756) of the Federal 

University of Campina Grande.  The plant material was dried in the shade for about 10 
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days, milled through a 1-mm screen, and mixed with milled commercial feed for mice 

(PRESENCE®) in the proportions of 20% (Group 2) and 30% (Group 3).  This mixture 

was mixed with 200 mL of water and 10% corn starch to obtain proper consistency, and 

then pellets were manually made using disposable 20 mL syringes. The pellets were dried 

in the shade at room temperature. Control mice of Group 1 received only the commercial 

ration which was also milled and prepared in the same manner. 

 Food and water intake of the dams and weight of the dams and offspring were 

determined on the day of birth and every 5 days until weaning, at 21 days. Statistical 

analysis was performed by using a one-way ANOVA with a significance of P <0.05.  Each 

morning the pups were observed for the presence of tremors; the pups were not handled in 

any way during this observation period. After the end of the experiment the surviving 

animals were euthanized with isoflurane.  

 

RESULTS 

Food and water intake and weight of dams and offspring showed no significant 

differences (P > 0.05) between groups.  

 All pups of the two experimental groups showed tremors 2-4 days after birth (Table 

1). The tremors, manifested mainly by lateral continuous movements of the head and with 

less intensity in the front legs, were observed when the pups were moving, but not when 

they were at rest (E-component/supplementary material). From the 12th - 15th day of life, 

when the pups started walking, tremors, mainly in the head and tail, were observed as they 

walked, but not at rest. The offspring of group 2 recovered 4-7 days after weaning, while 

the offspring of group 3 died before or after weaning (Table 1). No clinical signs were 

observed in the dams. No significant lesions were observed in the pups at necropsies nor 

histologically using Hematoxylin-Eosin stained sections of the central nervous system.  
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DISCUSSION 

 The results obtained in this study with I. asarifolia suggest that the tremorgenic 

toxin of this plant is excreted by milk. The presence of clinical signs of toxicity in the 

offspring, but not in their mothers, is probably due to higher resistance of the adults 

compared with the newborns. With penitren A, the main tremorgenic toxin of Lolium 

perenne, it was demonstrated that 1-3-day-old mice dosed intraperitoneally were more 

susceptible than 11-week-old mice (LU et al., 2008).  In a previous work, it was observed 

that dry I. asarifolia mixed 20-30% in the food of 40-day-old mice causes changes in 

equilibrium and motor coordination, but without tremors (LOPES, 2013). These results 

also suggest that newborn mice can be used as an experimental model to study the 

tremorgenic compound of I. asarifolia. The cause of death of the pups from Group 3, that 

ingest the highest amount of plant (30% in the food), was not determined, but the fact that 

all offspring of each dam died in the same day suggest that the death was due to the toxin 

present in the milk.  

 The tremorgenic compounds toxic to livestock include indole-diterpenes 

comprising the penitrem A, B and C produced in Lolium perenne by the endophyte 

Neothyphodium lolii (DI MENNA et al., 2012) and by various species of Penicillium 

(BOTHA et al., 1996), paxilline produced also by Neothyphodium lolii (DI MENNA et al., 

2012), and paspalitrem and paspaline produced by Claviceps spp. (CAWDELL-SMITH et 

al., 2010). Other tremorgenic substances produced by fungi include verruculogen produced 

by Aspergillus fumigatus and Penicillium spp., roquefortine produced by Penicillium 

roqueforti, fumitremorgen A and B produced by Aspergillus fumigatus, and 

flavostremorgen produced by Aspergillus flavus (RADOSTITS et al., 2007). However, 

there are no references reporting the elimination of these tremorgenics substances in milk 

by lactating animals. The tremorgenic substance that is eliminated by milk is tremetol, 
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present in snakeroot, which causes milk sickness characterized by trembling, vomiting, and 

severe intestinal pain that affects individuals who ingest milk from cows that has fed with 

this plant (RADOSTITS et al., 2007). Further work is needed to identify the tremorgenic 

substance present in I. asarifolia. There is also a possibility that the milk may represent a 

detoxication mechanism, and that the dams are unaffected because they have excreted the 

toxin. 

 The ergot alkaloids have been reported to be present in a number of morning glory 

species including I. asarifolia (HOFFMAN & TSCHERTER, 1961; EICH, 2008).  

Research has shown that a clavicipitaceous epibiotic fungal symbiont, Periglandula, is 

associated with the Convolvulaceae that produce ergot alkaloids including I. asarifolia 

(KUCHT et al., 2004; MARKERT et al., 2008; STEINER et al., 2011).  More recently, it 

was shown that I. asarifolia contains the indole-diterpenes and that the Periglandula 

species associated with it contains the biosynthetic genes for both the ergot alkaloids as 

well as the indole diterpenes (SCHARDL et al., 2013).  These reports demonstrating the 

presence of the ergot alakloids and the indole diterpenes suggest that they may be 

responsible for the tremorgenic syndrome in animals poisoned by I. asarifolia.  However 

other reports have suggested that a leaf lectin may be responsible for the observed toxicity 

of I. asarifolia (SALLES et al., 2011).  More research is needed to determine the 

tremorgenic compounds in I. asarifolia.    

 The presence of a tremorgenic toxin in I. asarifolia which is excreted in milk is 

also a concern for public health, because in northeastern Brazil the cattle and goat dairy 

industry is very important. The risk of consuming milk contaminated by the toxin of the I. 

asarifolia is likely much greater on small farms, which are very common in northeastern 

Brazil, in which milk is produced mainly for household consumption.   
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 In conclusion, the results suggest that the tremorgenic toxin of I. asarifolia is 

excreted in the milk of lactating mice, causing tremors in the offspring.  This finding 

suggests that there may be a risk also for humans consuming contaminated milk from 

lactating cattle or goats that consume I. asarifolia.  Further work will be necessary to 

verify this finding in mice, and to determine the toxic compounds in milk. 
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Table 1. Effect of the tremorgenic toxin of I. asarifolia on the offspring of mice. Number 

of pups, latency to the start of the tremors after birth, and recovery after weaning 
at 21 days. 

Groups Number of the 
female 

Number of 
pups 

Onset of tremors 
after birth 

End of tremors 
after weaning 

 
1  

(Control) 

I 7 NTa NT 
II 7 NT NT 
III 6 NT NT 
IV 7 NT NT 

 
2  

(20% I. 
asarifolia) 

I 5 3 days 6 days 
II 6 4 days 7 days  
III 5 2 days 5 days  
IV 5 2 days 4 days  

 
3 

(30% I. 
asarifolia) 

I 2 3 days Deathb 
II 3 2 days Deathc  

III 7 2 days Deathd 

IV 6 3 days Deathe 
aNT=No tremors;  
bAll offspring died 1 day after weaning, still showing tremors;  
cAll offspring died at 7 days after birth;  
dAll offspring died at 4 days after birth;  
eAll offspring died 2 days after weaning, still showing tremors. 
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Supplementary data 

In the film, at right, severe tremors are observed in a 5-days-old mouse, from a 

dam  ingesting 30% of I. asarifolia in the food. The mouse at left, with the same age, is 

from a control dam.  
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Conclusão 

 Os resultados obtidos no estudo com Ipomoea asarifolia confirmam sua toxicidade 

para camundongos adultos, uma vez que foram observadas alterações no equilíbrio e 

coordenação motora na trave elevada e no rota rod, evidenciada também pela mortalidade 

nos grupos experimentais. No entanto, a utilização de camundongos não se mostrou um 

bom modelo para se estudar os tremores musculares observados na intoxicação pela salsa 

em ruminantes, uma vez que não foram observados tremores. 

 Conclui-se também que a toxina tremorgênica da Ipomoea asarifolia é eliminada 

pelo leite, afetando os lactentes de fêmeas que ingerem a planta. A presença de sinais 

clínicos da intoxicação na prole e não nas mães ocorre, provavelmente, por que animais 

jovens são mais sensíveis que os adultos à toxina. 
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