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MAMA MANDIOCA

Mandioca, és grande.

Mandioca, és boa para nos

Mandioca, és tu que nos alimenta

Em condig¢des dificeis, quando o milho néo rende,

com solos pobres, tu, mandioca, ainda produzes.
Quando temos seca, tu, mandioca, ainda nos alimentas.
As tuas raizes ddo—nos energia,

a tua mathapa faz o nosso corpo forte.

As vezes, mandioca, te tornas amarga,

como nem as pessoas sempre andam bem dispostas.
Quando estas irritada por seca ou por solos pobres,
entdo, quando te faltas bebida e comida,

te tornas amarga. Quem nao faria isso?

Alguns tipos sempre estdo amargos,

como as pessoas que sempre andam desconfiadas...
Nao permitem facilmente a sua aproximacao.
Deves ter as tuas razdes.

Esta mandioca amarga esta a afectar—nos com a sua amargura,

parece que quer-nos envenenar!

As vezes, tu mandioca amarga, tens nos trazido doengas.

Quando ficamos com fome em casa, e tu, s6 tu estavas na machamba,
deixaste-nos com vomitos e algiins de nds com konzo,

porque ndo tivemos a paciéncia para te tornar manso.

Com as tuas palavras amargas, tu nos avisaste,

que precisas de tempo antes de ser comida:

Posta de molho, até que fiques mole,

ou que fiques mole por bolores, antes de te secar.
Isto foi a maneira para mostrar-nos a tua cara doce.
Isso serviu-nos bem, quando tivemos tempo,

pois, serviras bem, quando temos tempo.

Mas quando ha fome no lar, e tu estas na machamba....
agora ja sabemos como te aproveitar:

Nao vamos esperar até que fiques mole,

porque queremos comer no mesmo dia,

sim, no mesmo dia.

Acabamos com teu veneno por ralar as tuas raizes,

espremer o teu suco amargo, ¢ depois torrar.

Assim, mandioca, mesmo se fores tdo amarga,

o teu aspecto ja torna-se delicioso.

O veneno saiu e podemos acompanhar-te com mathapa ou caril.
Assim, mama mandioca, como agora sabemos o teu segredo,
assim vais servir-nos ainda melhor.

Sander Essers, Nampula, 29/7/94 (inspirado por Florence Nwapa)
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RESUMO

No presente estudo ratos machos, var. Wistar, com peso médio de
120g, divididos aleatoriamente em cinco grupos de cinco animais cada, receberam
concentragdes orais de linamarina extraida de mandioca com 87,3% de pureza
equivalentes a 87,3; 174,6; 349,2 e 698,4 mg/kg peso vivo através de gavagem para

determinacao da DLs,.

Apos a administragao das solucdes, os animais foram observados
quanto a ocorréncia de obitos por 4 horas. Nesse periodo morreram todos os animais do
grupo que recebeu 698,4 mg/kg peso vivo, 3 animais com dose de 349,2 mg/kg peso
vivo e 2 animais com dose de 174,6 mg/kg peso vivo. Os sobreviventes foram

observados por 14 dias e posteriormente sacrificados.

Foram realizadas andlises histopatoldgicas do cérebro, coragdo,
pulmao, figado, intestino delgado, musculo estriado, pancreas, rim e bago. Estudou-se
também a bioquimica sérica relativa aos niveis de proteina total, albumina, globulina,
glicose e atividade das enzimas Alanina Transaminase (EC 2.6.1.2), Aspartatos
Transaminase (EC 2.6.1.1) e Lactato Desidrogenase (EC 1.1.1.27), além do consumo

de ragdo e peso corporal.

Os animais mortos pelas maiores concentracdes de glicosideos
apresentaram ao exame histopatologico, congestdo generalizada no cérebro, figado,
rins e coracao. Os sobreviventes, sacrificados aos 14 dias, ndo apresentaram sinais de

anoxia em tecido nobres. Nao foram observadas alteragdes significativas nos



X

parametros bioquimicos estudados. O consumo de ragdo e peso corporal ndo foram
afetados. Pelos resultados obtidos foi possivel estabelecer que a DLs, oral de
linamarina extraida foi 324,86+1,5 mg/kg/peso vivo, correspondendo a 35,35 mg de

HCN/kg peso vivo.
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EVALUATION OF ORAL LETHAL DOSE (DLs;) AND METABOLIC
EFFECTS OF EXTRACTED LINAMARIN FROM CASSAVA IN RATS.
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Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual Paulista.
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SUMMARY

In the present study the toxicity of linamarin, a cyonogenic
glucoside extracted from cassava roots, was investigated in rats. Rondon bred male
Wistar rats weighing 100-120g were given 100, 200, 400 800 mg linamarin/kg bw by
stomach tube and observed for the occurrence of deaths. The purity of extracted
linamarin was 87,3%. After 4 hours all the 5 animals that received 800 mg/kg b.w.
have died; 3 out of 5 rats on 400 mg/kg b.w. and 2 out 5 animals that ingested 200
mg/kg b.w. have died. The survivors were observed for 14 days and sacrificed for
evaluation of srum biochemistry (total protein albumin, globulin, glucose, alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase and lactato dehydrogenase) and post-
mortem examination. Food intake was registered daily and body weight registred twice
a week. The oral LDs, determined was 324.86+1.5 mg/kg b.w. There was generalised
congestion in the brain, heart, liver and kidney in the animals that died from the toxic
levels of linamarin. No significant changes in serum biochemistry levels were
observed in these animals. The rats that survived until 14 days did not present
significant changes in serum biochemistry nor histopathological lesions. The results of
the present study indicate that LD50 of linamarin is higher than the safe levels set by
the Codex Alimentarius Comission of FAO/WHO.

Key words: Cassava, linamarin, intoxication, biochemistry, histopathologic.



1. INTRODUCAO

A facilidade de cultivo, baixos custos de producao, a tolerancia a
solos pobres, a seca e ataque de insetos tornam a mandioca um alimento basico para
milhdes de pessoas, principalmente em paises em desenvolvimento da América Latina

e Africa, constituindo a maior fonte das calorias consumidas.

Em diversos paises como India, China e Taildndia o cultivo da
mandioca destina-se a obtengdo de matéria prima para as industrias de amido, alcool,

glicose, acetona, cola, papéis e estabilizantes em alimentos industrializados.

A mandioca possui glicosideos cianogénicos entre os quais a
linamarina apresenta-se em maior concentragdo; esses glicosideos estdo presentes em
todos as partes da planta em concentragdes variadas. Quando a planta ou raiz sofre
traumatismo os glicosideos liberam acido cianidrico ou cianeto (HCN), principal

responsavel pela toxicidade da mandioca. Essa toxicidez potencial tem sido fonte de



preocupagdo de cientistas do mundo todo, principalmente da Europa e Estados Unidos
da América, em razdo da incidéncia de doengas em paises africanos pobres, que tem

sido relacionado com ingestao de mandioca.

Por esta razdo, a Organizagdo Mundial de Satde limitou em 5
mg/kg de peso vivo o teor de cianeto em raizes de mandioca fresca e seus produtos,
baseando-se em compéndios médicos. Embora se saiba no mundo cientifico que esse
limite pode ser muito diferente da dose letal estabelecida, nada foi feito para contestar

esses numeros com dados cientificos confiaveis.

Entretanto, ao se levar em conta as quantidades ingeridas nestes
mesmos paises tanto de mandioca em uso culindrio, como de seus produtos e sub-
produtos, o relato de acidentes letais ¢ muito baixo. Uma preocupacao adicional tem
sido de usar processo tecnologico seguro para reduzir ao maximo os teores de

linamarina.

Muitos alimentos processados adequadamente podem apresentar
teores residuais de linamarina que acabam por se tornar barreiras psicologicas para o

consumidor e para exportagao.

No Japdo, em razao da influencia de brasileiros que 1a residem,
tem havido grande pressdo para importacdo e consumo de produtos derivados da
mandioca. Com a falta de informagdes, as autoridades japonesas baixaram o limite de

HCN para 1 mg/kg de produto. Como a reducdo dos teores de linamarina em alimentos



processados exige que se despenda muita energia, poucos resultados tem sido obtidos

em niveis comercial.

A busca de variedades de mandioca com teor zero de linamarina ¢
um procedimento dispendioso tanto economicamente como em esforco de pesquisa.
Outra possibilidade ¢ de estabelecer a real dose letal para linamarina, no sentido de se
romper o paradigma de que a mandioca ¢ uma planta perigosa e abrindo novos
horizontes da pesquisa de uso de seus derivados, reduzindo os custos energéticos dos

processos de destoxificagao.

Pelo exposto, o objetivo da pesquisa foi estabelecer a Dose Letal
(DLs) oral de linamarina de mandioca, bem como seus efeitos sobre o metabolismo de
proteinas totais, albumina globulina, glicose e das enzimas aspartato transaminase (EC
2.6.1.1) alanina transaminase (EC 2.6.1.2) e lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27), além
de possiveis alteracdes histologicas no ceérebro, coracdo, pulmdes, rins, figado,
pancreas, intestino delgado, musculo estriado e bago de ratos submetidos a diferentes

concentragdes do glicosideo extraido de mandioca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Linamarina

Com a populagao mundial chegando a seis bilhdes de habitantes,
ha cada vez maior necessidade de aumento nas fontes protéicas e caldricas, através da
investigagao de novas fontes. Parte dessa populacdo justamente a mais carente, estd
diretamente envolvida com o consumo de mandioca como na Africa do Sul, Caribe e
Asia.

A producdo brasileira de mandioca estd estagnada em um nivel
que varia de 22 a 25 milhdes de toneladas desde 1985. A éarea plantada ¢ um pouco
inferior a 2 milhdes de hectares. As estatisticas disponiveis indicam ser o Brasil o
segundo maior produtor mundial, cabendo o primeiro posto a Nigéria, com cerca de

30,9 milhdes de toneladas. (Anuario Estatistico, 1998).



No Brasil, a maior produtora de mandioca ¢ a regido Nordeste,
com seis milhdes de toneladas, seguida da regido Norte, com aproximadamente cinco
milhdes de toneladas e Centro Oeste e Sudeste, com aproximadamente um e meio

milhdes de toneladas (Anudrio Estatistico, 1998).

A mandioca ¢ uma importante fonte energética para milhdes de
pessoas e animais nos tropicos, podendo ser utilizadas as raizes e as folhas (estas como

fonte de vitaminas, proteinas e minerais) (Bokanga, 1994).

Em algumas regides, a presenca de glicosideos cianogénicos em
produtos de mandioca, processados inadequadamente, ¢ associada a sintomas de

intoxicacao por cianeto (Rosling, 1994).

Além da mandioca, diversos vegetais sdo cianogénicos em seu
metabolismo, como aveia (Avena sativa), feijao (Phaseolus vulgaris) e vagem (P.
vulgaris). Outras plantas, cujo potencial cianogénico ¢ comprovado, porém nao
identificados, sdo cana-de-agucar (Saccharum spontaneum), arroz (Oryza sp),

amendoim (Arachis hypogea) e manga (Mangifera indica) (Jones, 1997).

O TAC (Instituto Agrondémico de Campinas), com base nas
analises quimicas de raizes de variedades de mandioca cultivadas no Estado de Sao
Paulo, estabeleceu para a mandioca de mesa, o limite maximo de 100 ppm de HCN na
polpa crua das raizes. Outras instituicoes adotam o limite de 50 ppm. Assim, a

classificacdo, segundo o IAC ¢ a seguinte: mansa: menos de 100 ppm de HCN na polpa



crua das raizes; intermediaria: de 100 a 200 ppm de HCN; brava: mais de 200 ppm de

HCN (Lorenzi & Dias, 1993).

Segundo o Codex Alimentarius Commission, da FAO (1988), a
margem de seguranca estabelecida para equivalentes de HCN em produtos de
mandioca ¢ de 10 mg HCN/kg de matéria fresca ou 300 mg/kg matéria seca, o que
eqiitvaleria a uma ingestao de 5 mg ou 0,2 mmol por 24 horas. Esses dados se referem

a uma dieta basica de 1500 Kcal (Rosling, 1994).

A literatura cita teores de glicosideos cianogénicos como

equivalentes de HCN e equivalentes de CN o que causa confusdes na compreensao dos

dados.

A ingestdo de mandioca e seus sub-produtos insuficientemente
processados estdo associados a um quadro de intoxica¢do diagnosticado em diversos
paises. Na Jamaica, neurite periférica; na Nigéria, ataxia neuropatica tropical; em

Mocambique, paralisia; em Zaire, Nigéria, bocio (Jones, 1998).

Segundo Nambisan (1994), o contetido de linamarina varia nas
diferentes partes da planta: folhas, caule e casca contém niveis maiores do glicosideo
que a parte comestivel. Diferentes espécies também apresentam variacdo no conteudo
de linamarina na raiz (25-450 mg de equivalentes de cianeto kg peso fresco que
poderia levar a diferentes graus de biossintese, degradagdo ou transporte. Embora a

translocagdo da linamarina se dé das folhas para a raiz, nao h4 acimulo progressivo na



parte comestivel. Isto indica que a linamarina ndo € estocada passivamente no tecido,

mas mobilizada e utilizada. (Nambisan, 1992).

De acordo com McMahon et al. (1995), a base fisiologica das
diferencas no conteido de linamarina nas raizes € o aspecto mais controverso na
mandioca. De acordo com De Bruijn (1973), a linamarina presente nas raizes ¢
sintetizada na parte aérea. Diversos estudos sobre o conteudo de cianogénicos em
cultivares com alto e baixo potencial cianogénico, sugeriram que o contetido de
linamarina das raizes pode ser determinado, em parte, pela sua presenga na parte aérea
(Makane et al., 1987). Entretanto, esse mecanismo de transporte ainda ndo esta

esclarecido.

2.2. Linamarase

O primeiro passo para a liberagdo de HCN da molécula ¢ a
hidrolise da linamarina pela linamarase formando ludraxinitrila e glicose que
decomposta espontaneamente ou enzimaticamente a cianeto e acetona. Convenciona-se
que a atividade da linamarase ¢ o degrau limite na cianogénese Figura 1. (McMahon et

al., 1995).

A degradacdo da linamarina para cianeto envolve acdo da

linamarase (EC 3.2.1.21) e a-hidroxinitrilaliase (EC 4.1.2.37). A linamarase, que



hidrolisa linamarina a acetona ciano-hidrina ¢ bem estudada e caracterizada em
diferentes tecidos (Mkpong et al., 1990). Ela ¢ ativa em todos os tecidos da planta
onde ha linamarina. A HN-liase que catalisa a clivagem de acetona em cianeto foi

purificada e caracterizada nas folhas de mandioca de cultivares sul americanos

(Hughes, 1994).

CH,
HO
J<CN
(0] (0] CH,
B glicosidase
OH + W0 ~Tramarase > Linamarase
OH
H

glicose OH acetonaciani

linamarina -drina
OH o
hidroxinitrila liase>
ou espontaneo HCN -+ )I\
CH, CN CH,

cianeto acetona

Figura 1. Degrada¢do da linamarina

A atividade da linamarase varia entre os tecidos da planta. Folhas e
casca possuem grande atividade da enzima, mas no parenquina da raiz essa atividade ¢
de 30 a 100 vezes menor. (Nambisan & Sudaresan, 1991, citados por Nambisan, 1994).
A enzima apresenta atividade maxima em pH 5,5 — 6,0 e temperaturas de 40—45° C.
Reducdo significativa na atividade ¢ observada em pH abaixo de 4,0 e temperaturas

superiores a 50° C. A enzima ¢ inativa em temperaturas maiores que 70° C. Sua



natureza e atividade em tecidos vegetais € significativa, pois influencia o grau de
hidrolise dos glicosideos cianogénicos durante o processamento e tem comportamento

direto nos niveis finais de glicosideos em produtos de mandioca (Nambisan, 1994).

Oliveira et al. (1998) em estudo sobre a atividade da linamarase ¢
teores de cianeto e nitrogénio total em folhas de mandioca, observaram correlagao

entre a atividade da enzima e o teor de cianeto.

Embora o metabolismo do cianeto na mandioca nao tenha sido
extensivamente analisado, foi demonstrado que todos os tecidos possuem capacidade
de metabolizar cianeto (McMahon et al., 1995). Essa conclusdo baseou-se na
observacao de que todos os tecidos possuem altos niveis de atividade da 3-cianoalanina
sintase que apresenta atividade da rodanase, que catalisa a formacao de tiocianato do

cianeto (Nambisan, 1994).

E quase impossivel obter-se estimativas validas sobre a exposicao
ao cianeto em casos individuais. As raizes e as folhas da mandioca contém quantidades
variaveis de glicosideos cianogénicos, sobretudo linamarina. O nivel da linamarina ¢

determinado por fatores genéticos e ambientais (Rosling, 1988).

Como o cianeto ¢ um composto presente na degradacdo da
linamarina, o metabolismo humano possui dois efetivos mecanismo de defesa.
Primeiramente, cerca de 10 mg (0,4 mmol) de cianeto podem ser temporariamente
neutralizados por uma reagdo reversivel com a fracdo metahemoglobina nas células

vermelhas do sangue (Lundquist et al., 1985). O segundo mecanismo ¢ a presenca da
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enzima rodanase na maioria dos tecidos dos animais. Por uma reagao com derivados de
aminodcidos sulfurados da dieta, a enzima converte a maior parte do cianeto em
tiocianato que ¢ excretado na urina. O grau de conversao de cianeto a tiocianato em
adultos ¢ de cerca de 50-100 mg (2-4 mmol) cianeto/24h (Rosling, 1994), levando a
diminui¢ado dos niveis de aminoacidos sulfurados, ¢ a reducdo do grau de
destoxificacdo. Entretanto, mesmo com baixa ingestdo protéica, sobretudo de
aminodcidos sulfurados, alguns individuos sdo capazes de formar 0,5 mmol de
tiocianato em 24 horas (Tylleskar et al., 1992) e nao ha evidéncias sugerindo sintomas
agudos em individuos mal nutridos. A rodanase, catalisadora da conversao de cianeto
em tiocianato ¢ um sistema de destoxificacdo que ocorre no metabolismo animal e de
plantas cianotréficas (Nambisan, 1994). Outro mecanismo de destoxificagdo ¢ a
conversao de cianeto a B-cianolamina pela enzima [3-cianolamina sintase (3-CAS) (EC

4.4.1.9) na mandioca, (Merina et al., 1997).

Os trabalhos que investigam a eliminagdo dos glicosideos
cianogénicos no homem e animais citam o tiocianato como indicador da eliminagdo

desses compostos, tanto no sangue como na urina. Figura 2. (Rosling, 1994).

O cianeto formado a partir da mandioca insuficientemente
processada ocorre provavelmente como linamarina, ou um produto de quebra
intermediario (Brimer, 1986). Segundo o autor, a linamarina que nao foi metabolizada
no intestino, poderd ser absorvida e excretada na urina sem levar a exposi¢ao ao

cianeto.
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Figura 2. Cianogénese na mandioca e metabolismo do cianeto no corpo humano.
(Rosling, 1994).

Cerca de 80% do cianeto ingerido ¢ transformado em tiocianato e,
em alguns dias, excretado na urina (Rosling, 1994). Nao esta claro se as cianohidrinas
remanescentes sao quebradas em cianeto, mas aceita-se que o local seria o intestino,
como indicam estudos em ratos (Maduagwu, 1989). A excrecdo urindria da linamarina
¢ muito rapida, durante as oito primeiras horas apds a ingestdo. A proporcao de
linamarina ingerida que passa pelo corpo livremente varia entre individuos, mas nunca
¢ maior que a metade do total ingerido. Esses mesmos autores, em trabalhos em que
investigaram a excre¢do de linamarina em humanos apo6s a ingestdo de farinha de
mandioca, determinaram que, em média, 24% da linamarina ingerida foi excretada na

urina em 24 horas e apenas 1% apds esse periodo. Concluiu-se que menos da metade
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da linamarina ingerida € convertida em cianeto e, consequentemente, tiocianato, cerca
de um quarto ¢ excretado inalterado e outro quarto ¢ metabolizado em um composto

ainda desconhecido (Carlsson et al., 1999).

Com o desenvolvimento fisiolégico do tubo digestivo, a
concentracdo de P-glucosidose nas paredes € baixa; entretanto essa quantidade ¢
suficiente para causar alguma hidrolise (Matsumoto et al., 1972). O HCN ¢ convertido
em SCN” enquanto o glicosideo intacto ¢ absorvido na circulag@o e excretado na urina.
Se uma quantidade de glicosideo ¢ hidrolisada no figado, havera alta concentragao de
rodanase e hidroxicabalamina que auxiliardo na destoxificacdo. Olusi et al. (1979)
administraram a animais experimentais, dose letal de cianeto como KCN e a maior
parte do glicosideo foi excretado intacto na urina como substancias inertes. Spatz et al.
(1966) determinaram que apos 24 horas ndo ha mais glicosideo intacto nem excre¢ao
de SCN, indicando que ndo ha estocagem nos tecidos para ser liberado posteriormente.
A Ttnica situagdo em que o glicosideo parece se tornar toxico ¢ quando ¢ administrado
for¢osamente em altas concentracdes. Neste caso a concentracdo de cianeto ¢ muito

maior que aquela de enzima capaz de detoxifica-lo e pode ser fatal (Oke, 1980).

Linamarina ingerida por ratos foi quebrada em HCN por
glucosidases no intestino e aproveitada pela microflora. Ela também pode ser absorvida

e excretada intacta na urina (Brimer, 1993; Carlsson, 1994).

Os fatores que controlam a quebra da linamarina em humanos sao

individuais, pois num estudo em Cuba, em mandioca cozida, Hernandez et al. (1995)
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determinaram 28% de excrecao urinaria da linamarina e 8% como tiocianato urinario.
Supde-se que, quando a farinha de mandioca seca ao sol ¢ misturada gradualmente a
agua quente, a atividade da linamarina ¢ retardada. Especula-se também que a
linamarina provoca efeitos toxicos, mas nao letais (Mlingi et al., 1992). Concluindo,
uma substancial parte da linamarina ingerida ¢ excretada e outras porgdes seriam
quebradas pela beta-glucosidase em cianeto; entretanto a determinagdo de como se

processa a quebra e o local onde ela ocorre, permanece desconhecida.

Deve-se considerar, entretanto, que o tiocianato ocorre
normalmente no sangue e urina e seu aumento pode ndo estar relacionado com o
cianeto da mandioca. As alteragdes séricas e urinarias podem ser devidas ao tiocianato

de outras origens como tabaco, leite, sorgo (Lundquist et al., 1979).

Eminedoki et al. (1994) determinaram os niveis séricos e urinarios
de tiocianato numa populacao na Nigeria, apds ingestao de gari. Segundo os autores os
niveis de tiocianato aumentaram significativamente (20%) nos individuos, cuja dieta

basica era constituida daquele produto, ndo havendo diferenga entre os sexos.

Em estudos numa populacdo na Tanzania, Padmaja et al. (1993)
determinaram excrecao de 10-50% de linamarina na urina, apds ingestao de farinha de
mandioca. O cianeto, medido como excesso de tiocianato, variou entre 1% e 46% da

ingestdo total de linamarina.

Tylleskar et al. (1992) demonstraram que a alta concentracio

inicial de glicosideos na raiz de mandioca desapareceu apds tratamento adequado.
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Segundo os autores, as quantidades de acido cianidrico encontradas em produtos de

. - . -1
mandioca sdo raramente maiores que 5 mg HCN kg™, em peso seco.

Os niveis de glicosideos cianogénicos em raizes frescas estdo por
volta de 1500 mg equivalentes de HCN kg em peso fresco (O’Brien et al., 1992).
Esses niveis estdo 150 vezes acima do limite de segurancga, preconizados pela FAO que
¢ de 10 mg HCN/kg em peso fresco. Se 0,5 kg de raizes frescas sdo consumidas sem
processamento diariamente, o potencial de ingestdo de cianeto ¢ de 30 mmol por 24
horas, muitas vezes maior que a dose letal. Essas discrepancias ilustram quao crucial ¢
a elucidagdo dos niveis de toxicidez na ingestdo de cianeto em produtos com altos

niveis cianogénicos.

Existem muitas diferencas entre os niveis considerados seguros
para consumo de produtos de mandioca recomendados pelo Codex Alimentarius da
FAO/WHO (1988), citado por Dantas (2000) de 10 mg do “conteudo total de acido
cianico por kg de peso seco” e de 10 mg de HCN/100g em peso fresco (300 mg de
equivalentes de HCN por kg/peso seco) usados para classificar variedades com pouco
cianeto (Hahn & Keyser, 1985). Os limites do Codex Alimentarius ndo diferenciam o
tipo de composto cianogénico que pode estar presente. HCN ndo ¢ o inico cianogénico

e geralmente estd em quantidade muito pequena.

Segundo Rosling (1988) ha uma relagdo causal entre a ingestao de
cianeto da mandioca e intoxica¢do aguda. Mas o conhecimento sobre as doses de

exposi¢do e graus de susceptibilidade que poderiam induzir ou agravar os sintomas
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ainda ¢ incerto. Existe dificuldade em estabelecer ou excluir a relagao causal entre
exposi¢do ao cianeto da mandioca e doengas neuroldgicas, como a ataxia tropical
neuropatica e outras doencas humanas. Diversas razdes dificultam esses estudos tais
como as limitagdes éticas em populagdes humanas, técnicas que possibilitam essas

investigacoes e a necessidade de se utilizar marcadores bioquimicos.

Os niveis séricos de cianeto medem os efeitos combinados aos
graus de exposicao e destoxificagdo, embora reflitam a exposi¢do durante as ultimas
horas (Lundquist et al., 1987). Quase todo o cianeto no sangue ¢ constituido pela fracao
metabolicamente inerte que ¢ reversivelmente transformada em metahemoglobina. O
nivel de metahemoglobina determina o nivel de cianeto no sangue quando de um efeito
toxico e a correlagdo entre os niveis de cianeto sérico e sintomas de intoxicacao.
Entretanto, o nivel fisiologico de cianeto ¢ de 0,3 umol/L e os sintomas de intoxicagao

aguda devem ser cem vezes maiores (Rosling, 1994).

Diversas doencas tém sido associadas aos efeitos toxicos da
mandioca. H4 evidéncias que alguns tipos de paralisia sdo causados por efeitos
combinados de alta concentragdo de cianeto e baixa ingestdo de aminoacidos

sulfurados.

Revisdes sobre os efeitos da cianogénese na saide humana
demonstram que essa ¢ uma area de controvérsia cientifica (Wigg, 1993). Uma das

razoes ¢ indubitavelmente a limitagao de métodos analiticos na medicina.
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2.3. Efeitos da Ingestiao do Glicosideos Cianogénicos

2.3.1. Intoxicacgdo aguda

O consumo de raizes de mandioca insuficientemente processadas
pode causar intoxicagdo aguda. Os sintomas iniciam-se poucas horas apods a ingestao e
incluem, ndusea, vomito, dispnéia, ocasionalmente levando a morte. Varios membros
de uma mesma familia sdao afetados de formas diferentes € todos os sintomas
desaparecem em 12-24 horas ndo deixando seqiielas (Mlingi et al., 1992). Segundo
Rosling (1988) apenas um caso de intoxicacdo aguda foi registrado em Lagos, quando
trés pessoas morreram apds consumo de farinha de mandioca e os niveis de tiocianato

foram de 34 a 54 umol/L quando o normal ¢ de 1 umol/L, embora os niveis letais

estejam acima de 100pmol/L.

Sintomas de intoxicagcdo aparecem de 4-6 horas apos ingestao de
produtos ndo processados ou processados inadequadamente (Ministry of Health,
Mozambique, 1984). Casos fatais sdo reportados em criangas pequenas que
consumiram raizes cruas sem supervisdo de familiares. Os sintomas iniciam-se
rapidamente algumas horas apds a ingestao e consiste de vertigens, vomito, colapso e,
em alguns casos, morte em uma ou duas horas. Hospitais em areas endémicas utilizam
injecdes de tiossulfato que converte cianeto em tiocianato e aumenta o teor de

destoxificagao (Rosling, 1984).
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2.3.2. Desordens neurologicas

As evidéncias de que o fator toxico da mandioca ¢ um fator
causador de algumas desordens neuroldgicas que afetam a medula espinal sao fortes,

porém nao conclusivas.

A ingestdo de cianeto da mandioca foi indicada como um dos
fatores causadores de duas neuropatias nutricionais, a neuropatia ataxica tropical, na
Nigéria (Osuntokun, 1981) e parapesia espastica epidémica em Mocambique (Ministry

of Health, Mozambique, 1984).

Existem também doencas possivelmente relacionadas com

intoxicagao por glicosideos cianogénicos que sdo:

2.3.3. Bocio endémico

A glandula tiredide produz hormoénios que regulam o
metabolismo. Quando a ingestao didria de 1odo ¢ insuficiente, a tirdide retira 0 maximo

de iodo do sangue.

Extensos estudos no Zaire estabeleceram que o bocio e o
cretinismo, devido a deficiéncia de iodo, eram agravados quando o consumo de
cianogénicos se estabelecia. O tiocianato tem uma molécula semelhante ao iodo e

interfere no metabolismo da tiréide (Bourdoux, 1978). Populacdes no noroeste do
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Zaire, com ingestdo muito baixa de iodo e com adicao de altos niveis de tiocianato,
resultante do consumo de mandioca processada inadequadamente, sofreram de severo
bocio endémico e alta prevaléncia de cretinismo. Quando essa populacao foi tratada
com suplementagdo de iodo intramuscular, o problema do boécio decresceu
consideravelmente (Ermans et al., 1982) um efeito encontrado em outras populagdes

africanas (Hershman & Sharp, 1983).

2.3.4. Diabetes tropical

Dois tipos de diabetes sao mundialmente conhecidos. Outro raro
tipo de diabetes parece ocorrer nos tropicos e também chamado de tropical ou diabetes
relacionada a mé nutri¢do, caracterizada por um alto requerimento de insulina mas
resistente a cetose (coma diabético). Afeta os adolescentes alimentados com dietas
pobres. A distribuicdo geografica coincide com o consumo de mandioca. A exposi¢ao
ao cianeto foi proposta como possivel causa e a teoria teve suporte por experimentos

com animais (McMillan, 1979).

2.3.5. Malformacoes congénitas

Em animais experimentais expostos ao cianeto da mandioca,
houve aparecimento de malformacdes congénitas (Frakes & Raghubir, 1985). Essa

relagdo ndo foi estudada em seres humanos. Uma conclusdo realista leva a crer que
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esse fato deve possivelmente ser causado por compostos cianogénicos, mas em casos

muito raros.

A toxicidade da mandioca e seus subprodutos estdo associadas ao

cianeto livre, cuja dose letal ¢ de 50 a 60 mg. (FAO, 1988, citado por Dantas, 2000).

Quando 10 g de amigdalina foram administradas parenteralmente
em humanos, ndo houve sinal de intoxicacdo. Entretanto, quando a dose foi oral, o
potencial toxico se manifestou. (Eyerly, 1976). A dose oral pode ser 40 vezes mais
toxica que a parenteral, provavelmente pela agdo de HCN livre liberado pela -

glucosidase presente no intestino (Dorr & Paxinos, 1978).

Segundo Solomonson (1981) a dose letal de amidalina ingerida
para o homem esté entre 0,02 - 0,03 mmol/kg peso. Se levarmos em consideragdo que a
dose letal de HCN para o homem ¢ de 100 - 200 mg, cerca de 10 - 20 kg de mandioca

(10-20 mg cianeto/kg) deveria ser consumida para produzir toxicidade (Oke, 1980).

Diversos autores relacionam o consumo de mandioca e sub
produtos por populagdes africanas com ataxia neurotropical (ANT), bocio e cretinismo
(Delange et al., 1994; Akintonuva et al., 1992; Kamalu, 1991; Conn, 1979). Dados da
FAO (1988), citado por Dantas, (2000), indicam que essas alteragdes foram observadas
na Nigéria a partir da década de 1930, em areas de intenso plantio e consumo de

mandioca, a maior fonte de carboidratos local.



20

Houve evidéncias de aumento da exposi¢do ao cianeto em
membros das familias onde os casos foram relatados. Entretanto nao houve evidéncias
de alteracdes nos niveis protéico-caléricos e a transferrina sérica, indicador do nivel
protéico, era normal. Os niveis plasmdticos de célcio, fosfato, sédio, potdssio,
bicarbonato e colesterol eram normais, bem como as fun¢des hepdticas, renal e da
tiredide. Entretanto os niveis de riboflavina eram deficientes. De acordo com
Osuntokun (1981) o consumo diario de derivados de mandioca em areas endémicas de

ANT na Nigéria ¢ maior que 50 mg, coincidindo também com alta incidéncia de bdcio.

Baseado em diversos estudos em consumidores humanos de
mandioca e outros alimentos ricos em glicosideos cianogénicos, ha evidencias que a
intoxicagdo cronica, combinada com ingestao deficiente de riboflavina e/ou proteina de
baixa qualidade, mais deficiéncia de metionina sdo responsaveis pela etiologia da ANT
que, em combinacdo com deficiente ingestdo de iodo leva ao aparecimento do bocio

(Oke, 1979, 1980).

Embora existam evidéncias experimentais entre o consumo de
dietas contendo glicosideos cianogénicos e doengas como ANT, bdcio, cretinismo e
retardo mental, o mecanismo de acao do cianeto e tiocianato na célula ainda nao foi

bem compreendido (Nartey, 1980).

Jackson (1994), baseado em pesquisas na Libéria e Africa Tropical
umida, sugere que a dieta contendo mandioca pode influenciar a distribuicao de certos

genes da hemoglobina, alterar processos metabdlicos como neoglicogénese, fungdes
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enzimaticas, sobre a atividade dos hormonios da tiredide e retardando o

desenvolvimento e crescimento humanos.

A literatura reporta poucos trabalhos com linamarina sintética e
nenhum com linamarina extraida. Oke (1980), observou que dose de 250 mg de
linamarina sintética’kg causaram sinais clinicos de intoxicagdo em ratos com
deficiéncia de metionina. Barret et al. (1977) relataram a morte de 7 em 10 ratos

tratados com 50 mg de linamarina sintética/kg através de gavagem.

Hamsters com doses orais de 100, 120 ¢ 140 mg linamarina
sintética’kg, através de gavagem, apresentaram sinais clinicos compativeis com
intoxicacao por HCN. Dois animais com dose de 140 mg/kg e um, com dose de 120
mg/kg morreram apo6s 2 horas. Nao houve relagdo entre grau de intoxica¢do e dose

(Frakes et al., 1985).

Parece existir diferencas na destoxificagdo de glicosideos
cianogénicos de acordo com a espécie. Ruminantes tendem a ser mais susceptiveis aos
efeitos de intoxicacdo aguda pela presenga da flora ruminal e a consideravel quantidade

da enzima emulsina que hidrolisa os clicosideos (Oke, 1979).

Sobre o processo de destoxificacdo do cianeto no organismo, Oke
(1973), em revisao sobre o assunto, descreveu que parece haver uma pequena atividade
de B-glicosidose no intestino delgado dos ratos, que decresce a niveis minimos ap6s 21
dias de idade. A pequena quantidade de hidrolise ocorre quando os glicosideos

cianogénicos sdo ingeridos por ratos e realizada pela flora intestinal e a maior parte ¢
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excretada livremente na urina (Spatz, 1968). Isso poderia explicar porqué a DLs,
parenteral em ratos ¢ maior que a DLs, oral. Barret et al. (1977) determinaram dose
letal oral de 50 mg de linamarina que matou todos os 10 ratos com peso de 100 g.
Quando a dose foi de 30 mg nenhuma linamarina foi detectada no sangue ou nas fezes,
mas 5,65 mg foram detectados na urina (0,743 mg de tiocianato equivalente a 7,1 mg
de linamarina). Apds 72 horas encontrou 12,75 mg de linamarina e o restante deve ter
sido absorvido intacto ou parcialmente hidrolisado e os produtos absorvidos e/ou
eliminados nas fezes ou mesmo, a quantidade no sangue foi muito pequena para ser

detectada no sangue.

Se assumirmos que de 100 a 200 mg de cianeto ¢ a dose letal para
o homem, entdo mais de 10 a 20 kg de mandioca deveriam ser consumidos para
produzir intoxica¢do. De acordo com Hill (1977), somente cerca de 25% do glicosideo
ingerido ¢ hidrolisado (e provavelmente cerca de 20% excretado sem alteragdes); entdo

a quantidade para constituir a dose letal deve ser muito alta.

Oke (1980), acredita que, estritamente falando, o cianeto nao
constituiria um perigo para populacdo consumidora e seus subprodutos pois sabendo-se
dos principios toxicos, essas populagdes desenvolveram diferentes métodos de

eliminacgao tais como fervura em agua, secagem, fermentagao, etc.
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2.4. Efeitos dos Glicosideos Cianogénicos nos Animais

Como ja relatado anteriormente todos os glicosideos cianogénicos
apresentam perigo em potencial pela producdo de HCN. Existem diferengas na
sensibilidade a doses letais em diferentes espécies animais, bem como no grau de

produgdo de HCN (Vetter, 2000).

Tungtrakanpoung & Rhienpanish (1992) relatam um caso de
intoxicacao por Mimosa invisa var inermis que causou a morte de 22 bufalos. O dbito
ocorreu entre 18 a 36 horas e os sintomas incluiram salivagdo, tremores musculares,
dispinéia, decubito lateral e o exame histopatoldgico revelou congestdo e hemorragia

com petéquias no coracao, figado, rins, pulmoes, rumem e intestinos.

Investigando envenenamento agudo por HCN em ovelhas,
Gajendeagad et al. (1992) observaram congestdo de todos os 0Orgdos, neurdnios
degenerados, com degeneracdo nuclear das células da glia e células de Purkinje e de
Golgi, além de cromatose dos neurdnios motores. Todas as lesdes compativeis com

anoxia.

Em experimento com dietas a base de mandioca contendo HCN
administradas a suinos, Iyayi (1994) relatou que ganho de peso, ingestao de alimento,
conversao alimentar e eficiéncia protéica nao foram alterados. Albumina sérica e
proteinas totais permaneceram estaveis, mas os niveis de uréia aumentaram

significativamente com aumento da ingestdao de HCN.
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Panigraki et al. (1992) examinaram o efeito de farinha de
mandioca proveniente de raizes submetidas a diferentes tempos de secagem sobre
desempenho de frangos de corte. Os animais alimentados com amostras secas por mais
tempo apresentaram maior peso corporal o que leva a crer que o tempo de secagem

maior das raizes produz farinhas com menor concentragdo de glicosideos cianogénicos.

Em caes, Ibebunjo et al. (1992) e Kamalu (1993) observaram que
o aumento da concentra¢do de gari na dieta aumentou a concentragdo plasmatica de
tiocianato e aumentou a excrecdo urinaria de proteina com diminuicdo da albumina

sérica.

O efeito diabetogénico da linamarina de mandioca em caes foi
estudado por Ragoobirsingh et al. (1993). O glicosideo levou a alteragdes nas
concentracdes de insulina e a quantidade de leucocitos foi significativamente menor

que no grupo controle com valores muito altos de glicose.

Kamalu (1993) encontrou vacuolacio no figado, tibulos proximais
e ruptura de células epiteliais em caes alimentados com gari. O edema celular foi
conseqiiéncia direta da a¢do da linamarina como glicosideo. Proteindria ocorreu antes
da primeira semana e os rins apresentaram nefrose. O mesmo autor, em 1991, revelou
uma elevacdo anormal da atividade da lipase pancreatica e hemorragia, necrose, fibrose
e atrofia do pancreas. De acordo com uma nova hipotese de Kamalu (1993), a
linamarina proveniente da mandioca causa inibicdo da Na-K-ATPase, levando a um

desbalango eletrolitico com depleg¢dao de potassio que leva ao quadro de vacuolacdo e
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ruptura das células epiteliais dos tibulos proximais, resultando em proteintiria e

diminuindo a concentracdo de albumina sérica.

2.5. Mecanismos de Remocao de Glicosideos Cianogénicos da Mandioca

Embora rica em carboidratos, a mandioca ¢ freqiientemente
relacionada como alimento inferior pela baixa quantidade de proteina e pela presenca

de cianeto considerado fator antinutricional (Conn, 1979; Oke 1980).

O consumo de folhas nao ¢ tdo comum como o de raizes e o alto
teor em fibras e cianeto restringe seu uso na alimentagdo humana (Padmaja, 1995).
Entretanto, Lancaster & Brooks (1983) observaram consumo de aproximadamente 500
g de folhas frescas/per capita no Zaire. Sendo ricas em proteinas, sdo bastante

utilizados na alimentagao de animais.

Os niveis de compostos cianogénicos nas raizes variam de 15 a
100 mg HCN/kg peso fresco (Coursey, 1973). Ocasionalmente, sdo encontrados
variedades com altos teores de cianeto (1300 a 2000 mg/kg) (Dufour, 1988). A maior
parte do cianeto encontra-se na casca e nas folhas, tendo a parte comestivel da raiz, os

menores concentragoes.

A toxidez da mandioca aparece com a liberagdo de 4cido
cianidrico (HCN) durante a hidrolise dos glicosideos cianogénicos pelas glicosidases

da microflora intestinal (Fukuba et al., 1984). O HCN também pode ser gerado “in
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vivo” pelas glicosidases do figado e outros tecidos causando citotoxicidade “in situ”

(Padmaja, 1989).

Doses de 50 a 100 mg de HCN sao reportadas como letais para o
homem adulto (Halstron & Moller, 1945). O envenenamento agudo esta relacionado

com o consumo de produtos processados inadequadamente. (Cheok, 1978).

Embora os tipos de processamento sejam diferentes para cada
produto, eles permitem a interacao entre os compostos cianogénicos e as glicosidases
com liberagdo de HCN. Este, sendo termolabil ¢ liberado no ar ou dissolvido na agua.
(Padmaja, 1995). E praticamente impossivel remover todo HCN durante o
processamento; entdo o cianeto residual assume extrema importancia nos produtos
processados (Oke, 1983). O cianeto residual pode estar na forma de glicosideo,
cianohidrinas ou cianeto livre e a extensao de sua retirada depende do processamento
(Padmaja, 1995). Mlingi et al. (1992) observou que raizes secas rapidamente geraram
farinha com altos teores de HCN. Em produtos envolvendo fermentagdao, as
cianohidrinas intermediarias ficaram retidas em grande concentragdo (Tylleskar et al.,
1992). Rosling et al. (1992), reportaram que as cianohidrinas residuais em produtos

mal processados eram a maior fonte dietética de cianeto.

Os fatores controladores da hidrolise de glicosideos cianogénico
bem como da liberagdo de cianohidrinas durante o processamento da mandioca sdo
fundamentais para a elucidacdo do mecanismo de intoxicagdo no homem e nos

animais. Mais que isso, quantificar as varias formas de cianeto na mandioca e seus
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produtos ¢ essencial para se determinar a eficiéncia dos métodos de processamento

(Padmaja, 1995).

O processamento eficiente da mandioca pode eliminar compostos
cianogénicos em produtos alimenticios. Essa remocdo ¢ facilitada pela hidrdlise da
linamarina por maceracdo do tecido (Cock, 1985), adi¢do de linamarase exdgena
(Padmaja et al., 1993), fermentagdo por bactérias ou pela producdo de plantas

transgénicas com alto teor de linamarase.

2.6. Técnicas de Processamento de Raizes de Mandioca

Segundo Coursey (1973) os métodos de processamento nas raizes
seriam constituidos de secagem ao sol, cozimento, fervura, torrefacdo e fritura,

fermentagao espontanea ou por inoculagao:

Diversos trabalhos analisaram o efeito da secagem ao sol sobre a
concentracdo de HCN (Cock, 1985; Nweke, 1994; Essers et al., 1995). Em primeiro
lugar deve haver o contato linamarina-linamarase obtido com a desintegragao da
estrutura celular (picagem, moagem). Depois, tratamento pelo calor e pH adequado.
Pieris et al. (1974) encontraram altos niveis de cianogénicos residuais em raizes secas

ao sol, sugerindo ineficiéncia do processo.

O grau de desidratacdo depende da mistura, tamanho da particula

do material, da umidade e temperatura do ar, radiacdo solar e vento (Essers et al.,
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1995). Segundo esses autores a secagem ao sol, ndo ¢ eficiente na remog¢ao de
linamarina e, quanto menores os pedacos, maior a quantidade de HCN. Segundo os
autores esse método poderia ser utilizado em variedades com baixo teor de glicosideos

cianogénicos.

Em diversas partes da India, Sri Lanka e América do Sul, as raizes
sdao consumidas apds picagem em pequenos pedacos € cozimento em agua, sendo
também esse o método utilizado para destoxificagdo na Nigéria (Almazan, 1988).
Diversos autores relataram que o efeito do tempo de fervura € proporcional a remogao
de cianeto (Ezeala & Okoro, em 1986; Cooke & Maduagwu em 1978; Fukuba et al.,
1984). Nambisan & Sundaresan (1985), determinaram que 70% do cianeto foi retirado

quando a propor¢ao raiz/agua foi de 1:1 e apenas 24%, quando 1:5.

Bourdoux et al. (1982) determinaram que a lavagem das raizes em
agua por um dia levar a um decréscimo de cianeto de 108,2 mg/kg para 59,5 mg/kg
enquanto que a lavagem por cinco dias reduziu para 2,9 mg/kg. Cooke & Maduagwu
(1978), entretanto, obtiveram resultados pouco expressivos. Esse método ¢ o mais

comum na preparacao de inimeros produtos de mandioca na Africa.

O simples ato de descascar a raiz, reduz em 50% o teor de HCN, ja
que ¢ na entrecasca que estdo os maiores niveis. (Tewe, 1991). Os indios Tukanoan, da
Amazodnia, consomem uma variedade com alto teor de HCN (311 a 583 mg/kg peso

fresco). Antes do cozimento as raizes sdo cortadas de maneira que parte da pelicula
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interna entre em contato com a polpa, aumentando a a¢do da linamarase sobre o cianeto

ligado (Dufour, 1988).

Durante a extracdo do amido, grande parte do cianeto ligado ¢
convertido em cianeto livre no processo da moagem e lavagem (Arguedas & Cooke,
1982). Segundo esses autores, consideravel redugdo no cianeto total foi observada com
I hora de moagem com agua para lavagem. Apods 3 dias de sedimentacdo, a
concentragao de HCN caiu para 4%. Como o amido ¢ base para numerosos produtos

alimenticios, seu teor de cianeto residual ¢ importante.

Houve um aumento, mais recentemente, no uso de farinha de
mandioca. (Kim et al., 1968; Hudson & Ogunsua, 1976). Segundo Ogunsua (1989),
paes feitos com farinhas provenientes de variedades com baixos teores de cianeto nao
apresentaram cianeto residual, enquanto aqueles feitos a base de farinhas com altos

teores, continham 0,54 mg/kg/matéria seca.

Almazan (1986) descreveu que preparados frescos a partir de
farinha de mandioca continham mais cianeto (59 a 406 mg/kg matéria seca) que
aqueles estocados (24 a 67 mg/kg matéria seca). O mesmo autor determinou que o
branqueamento de pedagos de mandioca em agua salgada fervente por 4 a 5 min, antes

da fritura, causou decréscimo de 63 a 64% na concentragao de cianeto.

A ensilagem de raizes para alimentacdo animal preserva o valor
nutricional e aumenta a vida util do produto. (Padmaja, 1995; Gomez & Valdivieso,

1988 e Tewe, 1991). Os autores observaram que durante a ensilagem, o teor de cianeto
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foi reduzido a partir da primeira semana. Entretanto outros estudos provaram que a
reducdo foi resultante da lixiviacdo dos glicosideos e cianeto livre através da grande

quantidade de silagem produzida.

A fermentacdo microbiana tem sido utilizada em diversas partes
do mundo para melhorar a palatabilidade, o valor nutritivo pela adicdo de proteinas e
reduzir fatores toxicos (Padmaja, 1996). Produtos fermentados de mandioca sdo
extensivamente produzidos na Africa, América Latina, Filipinas e Indonésia. Além do
baixo risco de toxicidade, esses produtos apresentam melhores condi¢gdes de estocagem
pela formacdo de acidos organicos durante a fermentagdo. (Tewe, 1991; Bokanga,

1994).

Num estudo sobre reducao de niveis de glicosideos cianogénicos
por fermentacdo com fungos, Esser et al. (1995) inocularam linhagens de Geotrichum
candidum, Mucor racemosus, Neurospora sitophila, Rhizopus aryzae, Rhizopus
stolonifer e Bacillus sp. A reducdo dos glicosideos foi bastante significativa e a
principal fun¢do dos microrganismos no processo foi de degradar as estruturas
celulares, promovendo contato entre linamarase enddgena e o glicosideo. Segundo os
autores a remoc¢ao de substancias cianogénicas por fermentacdo ¢ mais efetiva que
somente por secagem solar e pode ser usado em variedades com altos teores de

cianogénicos.

Em pesquisa sobre destoxificacio microbiana de manipueira,

Pantaroto et al., (2000) determinaram que 8 culturas (6 bactérias e 2 leveduras)
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apresentaram-se héabeis ao desenvolvimento em meio com linamarina, isto &,

degradando-a e apresentando potencial de aplicacdo na destoxificacdo de manipueira.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linamarina

Linamarina de raizes de mandioca de uso industrial, de cultivar
desconhecido, fornecidas pela Plaza Industria e Comércio Ltda., foi cedida pelo
Laboratorio do Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (C.P.Q.B.A.) da

UNICAMP apresentando grau de pureza de 87,3%.

3.2. Animais

Foram utilizados 25 ratos machos, Rattus norvegicus var. albinus,
Rodentia, Mammalia, da raga Wistar, com peso médio de 120 g, provenientes do
Biotério Central do Campus de Botucatu, UNESP, transferidos para o Biotério do

Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX), do Instituto de Biociéncias, Botucatu,
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UNESP. Para permitir aclimatagdo, os ratos foram mantidos em gaiolas plasticas,
recebendo dieta basal (PURINA-Labina) e dgua "ad libitum" com 12 horas de periodo

claro e 12 horas de escuro, em temperatura de 23°C durante sete dias.

3.3. Lotes Experimentais

Apos o periodo de aclimatacdo e jejum de 12 horas, foram
administradas aos grupos experimentais, solu¢des aquosas recém preparadas de
linamarina com 87,3% de pureza.

Essas solugdes foram preparadas de acordo com o peso de cada
animal, para obter-se concentragdes em mg/kg peso vivo de 87,3 (grupo 1); 174,6
(grupo 2); 349,2 (grupo 3) e 698.,4 (grupo 4); equivalentes a doses de 100, 200, 400 e
800 mg/linamarina/kg. O grupo 5 recebeu agua destilada para simulagao da situacao de
estresse. As solucdes foram administradas através de gavagem com volume nunca

excedendo 1,5 ml/animal.

3.4. Obtencao das Amostras

Ap6s a administracdo das solu¢des de linamarina, os animais

foram observados quanto a ocorréncia de mortes ou sinais de intoxicagao por 4 horas.
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Os animais mortos foram necropsiados e retirados os seguintes
orgaos para exames histopatoldgicos: cérebro, coracao, pulmdes, rins, figado, pancreas,

intestino delgado, musculo estriado e bago.

Os sobreviventes foram observados por 14 dias quando, apos
inalagdo com éter, foram decapitados, os 6rgdos alvo retirados e colhidas amostras de
sangue, imediatamente centrifugado e congelado a —18° C, para determinagdo de
proteinas totais, albumina, glicose e atividade das enzimas alanina transaminase (EC

2.6.1.2), aspartato transaminase (EC 2.6.1.1) e lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27).

3.5. Calculo da Dose Letal Oral (DLsy) de Linamarina

As doses foram administradas aos grupos experimentais, em
progressdo geométrica (razdo 1,3). Os resultados foram interpretados pelo método de

Weill (1952):
logm=1og A + [d(f+ 1)], onde:
m = dose mediana e efetiva
A =menor dose utilizada
d = relacdo entre doses sucessivas

f = constante de interpolagdo de duas médias para obtencado de m
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1. Obtido o log de m, calcula-se seu antilog para chegar a dose

efetiva em mg/kg

2. Limites fiduciais ou intervalo de confianga
|LF= antilog / log m +2.d.5f |, onde:
d = log da relacdo entre doses

of = desvio padrao do log m

3.6. Determinacdes Bioquimicas no Soro

3.6.1. Proteinas Totais

Através da reagdo de Biureto, as ligagdes peptidicas reagem com o
ion cuprico em meio alcalino, formando complexo de cor violeta, cuja intensidade ¢

proporcional a concentracao de proteinas da amostra. (Celm, s.d.)

3.6.2. Albumina

A albumina reage especificamente com a forma anidnica do Verde
de Bromocresol em presenca de excesso de corante em meio tamponante em pH 3,8.

(Celm, s.d.)
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3.6.3. Glicose

Pelo método enzimatico (glicose oxidase) colorimétrico, a glicose
forma acido gluconico e agua oxigenada, liberando cromogeno de coloragdao vermelha.

(Celm, s.d.)

3.6.4. Alanina Transaminase (EC 2.6.1.2)

Enzima citoplasmatica com maior atividade no tecido hepatico,

sua atividade ¢ medida pelo consumo de NADH (Wilkinson et al., 1972).

3.6.5. Aspartato Transaminase (EC 2.6.1.1)

Amplamente difundida, principalmente no tecido muscular
esquelético, renal, cerebral e hepatico. Sua atividade ¢ medida pela quantidade de

NADH consumida na reagao (Wilkinson et al., 1972).

3.6.6. Lactato Desidrogenase (EC 1.1.1.27)

Encontrada no coragdo, figado, musculo esquelético e rins, sua
atividade ¢ determinada pelo consumo de NADH na reacdao Piruvato + NADH+H —

Lactato+NAD". (Wilkinson et al., 1972).
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3.7. Histopatologia

Ap6s a morte dos animais, os oOrgaos foram retirados e
conservados por 24 horas em formol 10%, lavados em dgua corrente “over night” e
transferidos para solu¢ao de alcool 70% para posterior processamento. O método de

coloragdo das laminas foi de Hematoxilina & Eosina.

Esses procedimentos foram realizados no Departamento de

Patologia da Faculdade de Medicina, UNESP, Campus de Botucatu.

3.8. Delineamento Experimental

14 dias (S)
]

n=5 G1 - 100 mg/kg

n=5 G2 - 200 mg /kg

G3 - 400 mg /kg

G4 - 800 mg /kg

444441

G5-0

n = n° animais/grupo
S =sacrificio
V¥ = administracio das solucoes
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3.9. Analise Estatistica

Para a comparagdo dos grupos em relacdo as variaveis estudadas,
foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis quando as varidveis ndo apresentaram
distribuicdo normal e/ou homogeneidade de variancias (Gomes, 1984). Para as
variaveis com distribui¢do normal, realizou-se a Andlise de Variancia e quando
detectou-se diferenca entre os grupos, utilizou-se o teste de Student—Newman—Keuls
(SNK) (Gomes, 1984). O nivel de significancia adotado foi 5%. A anélise foi realizada

no Departamento de Bioestatistica, IB.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DLs,

O estudo da toxicidade oral a curto prazo permite conhecer o
potencial de letalidade da substancia-teste, ou seja, a dose que mata 50% dos animais
de cada grupo e a fungdo dose-resposta. As mortes ocorridas dentro das primeiras 24
horas ap6s o tratamento sdao devidas, provavelmente ao efeito toxico da substancia, seja
ele direto ou indireto. Os sinais que se manifestem apos esse periodo, podem dar
alguma indicacdo do efeito que a substincia pode ter em concentragdes mais baixos,
quando administradas por periodos de tempo mais longos. (Burtis & Ashood, 1996).

No presente estudo, a DLs, de linamarina foi de 324,86 +1,5
mg/kg.

Os sinais clinicos de toxicidade iniciaram-se 50 minutos apds a

administragdo das solugdes. Independentemente do volume fornecido, os animais
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sensiveis a linamarina tornaram-se inicialmente apaticos, procurando isolar-se uns dos
outros, os pélos tornaram-se ericados e apresentaram ligeira dispnéia. Cerca de 90
minutos apos ingestao das solucdes, nesses animais a dispnéia tornou-se evidente, com
aparecimento de tremores musculares e ataxia. Neste instante todos os animais
sintomaticos apresentaram decubito lateral e apaticos, quando estimulados; as mucosas
oral e nasal tornaram-se arroxeadas. O tempo maximo para obito foi de 4 horas.

Os animais que receberam doses menores e aqueles mais
resistentes ndo apresentaram quaisquer alteragdes de comportamento.

No Quadro 1 estd o numero efetivo de animais utilizados para o

calculo da DLsy,.

Quadro 1. Numero efetivo de animais

Grupos Obitos Numero Efetivo
1- 100 mg 0 5
2- 200 mg 1 4
3- 400 mg 3 2
4- 800 mg 5 0
5- Controle 0 5

A literatura ndo cita trabalhos sobre doses letais de linamarina
(Barret et al., 1997) determinaram que a dose de 50 mg de linamarina pura sintética foi
letal para 7 ratos de um grupo de 10 com peso de 100 g, quando submetidos a solugdes

orais de linamarina diluidas em 0,5 ml de agua destilada.
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Frakes et al. (1985) forneceram doses orais de 100, 120 e 140 mg
de linamarina sintética’kg a hamsters com 90 g de peso. Os sinais de intoxicagao
Iniciaram-se uma hora ap6s a administracdo das soluc¢des e incluiram dispnéia ataxia,
tremores e hipotermia. Dois animais com doses de 140 mg/kg e um animal com dose
de 120 mg/kg morreram apos 2 horas.

Esses resultados estdo abaixo dos determinados por Lopes e
Nascimento (1999) num experimento sobre DLs, de linamarina sintética pura da marca
SIGMA em camundongos, cujo resultado foi de 195 mg/kg. Segundo Willhite (1982)
hamsters tem se demonstrado mais susceptiveis que ratos e camundongos aos efeitos
toxicos dos glicosideos amigdalina e prunasina. Ruminantes, como bovinos e ovelhas
sdo supostamente mais sensiveis aos efeitos toxicos de glicosideos cianogénicos pela
presenga da flora microbiana ruminal e das considerdveis quantidades da enzima
emulsina que hidrolisa os glicosideos. (Oke, 1979). Em estudo com frangos de corte,
cujas ragdes eram adicionadas de 0, 10, 20 e 30% de farinha de mandioca com alto
(300 mg HCN/kg) e baixo (156 mg HCN/kg) teor de cianeto, Gomez et al. (1988),
determinaram que dietas com baixos teores de cianeto ndo afetaram os animais, mas o
grupo que recebeu 30% de farinha com alto teor apresentou aumento da mortalidade.
Esse quadro parece ter sido agravado pela contaminagdo com aflatoxina. Os autores
concluiram que frangos de corte sdo tolerantes a quantidades relativamente altas de
glicosideos cianogénicos.

O presente estudo ¢ de extrema importancia pois pela falta de

informagdes quantitativas toxicoldgicas e epidemiologicas, um nivel de seguranca na
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ingestao de glicosideos cianogénicos nao pode ser estimado (Dantas, 2000). Por isso o
Codex Standard for Edible Cassava Flour (1995) concluiu que o nivel de 10 mg/kg de
HCN nao esta associado a intoxica¢ao aguda.

Deve-se considerar também que, em estudos sobre toxicidade
aguda no homem as concentragoes letais sao representadas pelo teor de cianeto e nao
do glicosideo ingerido. De acordo com Eyerly (1976) a dose oral de amigdalina pode
ser at¢ 40 vezes mais toxica que a dose parenteral. Isso deve ser pela provavel
liberacdo de HCN liberado pela B-glicosidase intestinal (Dorr & Paxinos, 1978).
Segundo Solomonson (1981) a dose letal de amigdalina oral para o homem esta entre
0,02 e 0,13 mmol/kg. Se isso for assumido como verdadeiro, cerca de 100 a 2000 mg
HCN ¢ a dose letal entdo mais de 10 a 20 kg de mandioca (10 a 20 mg HCN/kg),
deveriam ser consumidos para produzir toxicidade (Oke, 1980). Individuos bem
nutridos que consumiram quantidades razoaveis de amigdalina (1000 mg) por longos
periodos ndo apresentaram sinais de intoxicacao (Oke, 1979).

A literatura cita diferencas na sensibilidade de diferentes espécies
animais na dose causadora dos sintomas de envenenamento e no grau de produgdo de
cianeto a partira de glicosideos cianogénicos. Na maioria dos estudos em animais e
plantas, a toxicidade dos glicosideos cianogénicos ¢ freqiientemente expressa como
mg/HCN liberado. Doses letais de cianeto, expressas em mg/kg peso vivo foram
determinados como 3,7 em camundongos; 4,0 em caes; 2,0 em gatos ¢ 2,0 em bovinos

e ovinos (Conn, 1979, citado por Dantas, 2000).
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Considerando-se que 1 mol de linamarina (C;yH7;NOg) libera 1
mol de HCN e que a DLs, determinada foi 324,86 mg/kg linamarina, a quantidade
tedrica de cianeto liberado foi de 35,35 mg, portanto muito além dos niveis
recomendados.

Pelo exposto, sugerimos a continuagdo dos estudos, pesquisando-

se os efeitos biologicos da linamarina em experimentos de longa duragao.

4.2. Determinac¢oes Bioquimicas no Soro

4.2.1. Aspartato Transaminase (EC 2.6.1.1)

No Quadro 2 estdo representados os valores médios de atividade
da enzima aspartato transaminase dos animais tratados com linamarina e do grupo
controle. A atividade da AST foi mais elevada no grupo 1 (87,3mg/kg linamarina) em
comparagao aos outros grupos. Este fato ndo pode ser atribuido ao efeito do glicosideo
cianogénio sobre esse parametro bioquimico, pois os grupos 2 (174,6 mg/kg
linamarina) e 3 (349,2 mg/kg linamarina), embora recebendo doses maiores de
linamarina, apresentaram resultados médios proximos entre si e dentro da normalidade

para o método.
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Quadro 2. Média e desvio—padrao referente a variavel aspartato transaminase, dos

grupos de ratos tratados com diferentes doses de linamarina.

Dose de Linamar'ina Média Desvio-padrio
mg/kg de peso vivo U/L
87.3 26,8" 5,9
174,6 18,8*1 43
349,2 14,5° 0,7
0,0 13,2° 3,5

(1) Média seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Essa enzima encontra-se no citosol e mitocondrias do figado,
musculo esquelético, coracao, rins € hemacias, com aplicagdes clinicas no enfarto do
miocardio, doenca hepatica parenquimatosa e doenga muscular. Elevacdes ligeiras de
AST e ALT podem ser observados apés a ingestao de alcool e administragao de drogas,
como apiaceos, salicilatos ou ampicilina. A embolia pulmonar pode elevar os niveis de
AST em duas ou trés vezes o normal e elevagdes ligeiras a moderadas (duas e cinco
vezes o normal) sdo vistas na pancreatite aguda e doenca hemolitica. (Burtis &
Ashood, 1996).

Os valores de referéncia variam de acordo com o laboratorio e
temperatura de trabalho. No presente estudo, a temperatura de trabalho foi de 25° C
considerando-se normais valores entre 2 — 19 U/L.

Nao existem na literatura trabalhos referentes a acdo de

glicosideos cianogénicos ou do cianeto sobre atividade enzimatica em amostras séricas
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ou teciduais. Observou-se neste estudo que os valores considerados normais foram
encontrados no grupo controle € nos grupos 2 e 3 que receberam concentragcdes maior
de linamarina. No grupo 1, a média determinada de 26,8 U/L estd acima do normal
para o método. Nesse grupo foram utilizados cinco animais para o calculo da média o
mesmo ocorrendo com o grupo controle. Comparando-se esses dois grupos observa-se
que no 1°, a média dobrou em relagdo ao controle e o desvio padrao maior indica que o
grupo foi heterogéneo. Embora a diferenga tenha sido significativa, ndo se pode
afirmar que esse efeito seja conseqiiéncia da linamarina pois nos grupos que receberam
doses maiores, embora com menor numero de animais, os resusltados foram normais.
Considerando-se que o glicosideo causou lesdes hepaticas nos animais que morreram
pelas maiores doses, deveria-se esperar aumento da dosagem enzimadtica naqueles dos
grupos 2 e 3. Esses resultados indicam que ha necessidade de repeti¢cao da pesquisa
com maior numero de animais para melhor avaliacdo do efeito da linamarina sobre esse

parametro.

4.2.2. Alanina Transaninase (EC 2.6.1.2)

Os animais do grupo 2 (174,6 mg/kg linamarina) apresentaram os
valores acima do padrdo de atividade da enzima ALT (Quadro 3), embora ndo tenham

sido observados diferengas estatisticas significativas entre os grupos estudados.
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A alanina transaminase ¢ a enzima mais especifica do figado sendo
encontrada também no tecido cardiaco e musculo esquelético. Sua aplicacdo clinica se

da principalmente na doenca hepdatica parenquimatosa. (Burtis & Ashood, 1996)

Quadro 3. Mediana, 1° e 3° quartis referentes a alanina transaminase, dos grupos de
ratos tratados com diferentes doses de linamarina.

Dose de

: . Mediana 1°q 3°q
Linamarina rpg/kg UL UL UIL
de peso vivo
87,3 25,0°V 19,5 29,3
174,6 38,0° 29,0 39,0
349,2 17,0° 16,0 18,0
0,0 18,0° 17,5 19,5

D Valores de medianas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

No presente estudo, os valores considerados normais deveriam
estar entre 2 e 25 U/L e os animais dos grupos 1 e 3, e do grupo controle apresentaram-
se dentro da normalidade para o método.

Nao se pode afirmar que o aumento da atividade da enzima,
apresentado pelos 4 animais pertencentes ao grupo 2 seja resultado de uma acdo da
linamarina sobre o metabolismo hepatico.

Neste caso, embora nao estatisticamente diferentes, os resultados
do grupo 2, estdo bem acima dos demais. Na pratica, as variagdes nos niveis da

enzimas ALT e AST sdao geralmente concomitantes, pois ambas sdo indicadoras de



47

lesdes hepaticas. No grupo 2, trabalhou-se com quatro animais que apresentaram
resultados normais para AST.

Os resultados individuais nos grupos 1 e 2 foram muito
heterogéneos. Pelos resultados observou-se que a linamarina ndo afetou os dois
animais do grupo 3, cujos resultados estdo muito préximo do controle. Como discutido

anteriormente, seria necessario a repeti¢ao das analises com amostragem maior.

4.2.3. Lactato Desidrogenase (EC 1.1.1.27)

A principal causa da investigacao da atividade da LDH no presente
estudo foi a afirmagdo de que o cianeto causa diminuicdo na utilizacdo de oxigénio
pelos tecidos, produzindo um estado de anoxia histotoxia. Isto ocorre através da
inativacdo da citocromo exidase tecidual pelo cianeto que se combina com Fe’'/Fe*"
presente na enzima. Além disso, o cianeto causa aumento dos niveis de lactato na
sangue decorrente da mudanga de metabolismo aerdbico para anaerdbico (EPA, 1990,
citado por Dantas, 2000).

A LDH esta presente em todas as células do organismo, sendo
encontrada somente no citoplasma. Suas principais fontes sdo o coragdo, figado,
musculo esquelético, hemadcias, plaquetas e linfonodos. Os valores podem estar
ligeiramente elevados na congestdo hepatica, choque e anoxia. (Burtis & Ashood,

1996).
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Os valores de LDH no soro de animais tratados com linamarina e
do grupo controle estdo representados no Quadro 4 e ndo deferiram estatisticamente.

Diante do exposto seria esperado um aumento na atividade da
LDH e o que foi observado foram niveis abaixo do normal para o método em todos os

grupos estudados, inclusive o controle.

Quadro 4. Mediana, 1° e 3° quartis referentes a lactato desidrogenase, dos grupos de

ratos tratados com diferentes doses de linamarina.

Dose de

_ : Mediana 1°q 3°q

Linamarina mg/kg U/L U/L U/L
de peso vivo

87.3 62,0“(1) 39,5 75,5

174,6 59,0" 56,5 66,0

3492 47,5* 47,0 48,0

0,0 74,0° 48.8 81,5

(1)Valores de medianas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Portanto, ndo podemos concluir que a linamarina causou esse
efeito nos animais. Concluimos que deve-se repetir a determinagdo de LDH pois essas

alteracdes poderiam estar relacionadas com a metodologia empregada.
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4.2.4. Proteinas Totais (PT)

No Quadro 5 estdo representadas as médias encontradas para
proteinas totais nos animais tratados com linamarina e grupo controle, que nao
diferiram estatisticamente entre si.

Observou-se que para todos os grupos, inclusive o grupo controle,
os valores estiveram abaixo dos considerados normais. Segundo o manual Animais de
Laboratério (Purina, s.d.), o valor médio em soro de ratos € de 6,3 g/100 ml.

Mesmo estando fora dos padrdes, podemos concluir que, no caso
de dose unica de linamarina, ndo houve interferéncia desse glicosideo cianogénico
sobre a concentragdo sérica de proteinas. Os resultados sdo concordantes com (lyayi,
1994) que, num estudo sobre o efeito de dietas com mandiocas contendo baixa e alta
concentracdo de cianeto, em suinos das ragcas Landrace e Large White, observou-se que
ganho de peso, ingestdo de alimentos, albumina sérica e proteina total ndo foram

afetados.

Quadro 5. Média e desvio—padrdao referente a proteinas totais, dos grupos de ratos

tratados com diferentes doses de linamarina.

Dose de Linamarina Média Desvio-padrio
mg/kg de peso vivo g/dL P
87,3 4,88 0,18
174,6 5,38% 0,84
349,2 4,95* 0,50
0,0 5,322 0,30

(1) Média seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente (p>0,05).
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Olusi et al. (1979), num experimento com ratas albinas
alimentados com diferentes formas de preparo da mandioca, observaram que nos
grupos alimentados com dietas com 50% de gari os parametros bioquimicos e
hematologicos ndo foram afetados. Entretanto, naqueles alimentados com mandioca
crua ¢ KCN em proporgdes de 5 e 10 g/100 g, houve decréscimo nos valores de
hemoglobina, proteinas totais. Indicando que o tratamento adequado da mandioca
reduz os riscos de intoxicacgao.

Num estudo semelhante, sobre reprodug¢do de uma geracdo de
ratos, os mesmos autores demonstraram que a geracdo F1 apresentou redugdo

significativa dos parametros hematologicos e bioquimicos.

4.2.5. Albumina (AB)

Os valores de albumina estdo no Quadro 6 indicando que nao
houve diferenca estatistica entre os grupos estudados.

Como no caso anterior os niveis séricos de albumina estdo abaixo
do normal que variam de 3,5 a 4,8 g/dl. O manual Animais de Laboratorio (Purina s.d),
cita com valores de referéncia normal entre 3,4 a 4,3 g/100 ml para ratos.

Sendo a proteina mais abundante do plasma, a albumina representa
40 a 60% da proteina total. E sintetizada no figado a uma velocidade que depende da

ingestao de proteina. (Miller, 1988).
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Quadro 6. Mediana, 1° e 3° quartis referentes a albumina, dos grupos de ratos tratados

com diferentes doses de linamarina.

Dose de

: . Mediana 1°q 3°q

Linamarina rpg/kg o/dL o/dL o/dL
de peso vivo

87,3 3,107 3,08 3,10

174,6 3,10° 3,05 3,25

349,2 3,00° 3,00 3,00

0,0 3,20° 3,08 3,20

(1) Valores de mediana seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

A discreta hipoalbuminemia encontrada deve-se provavelmente a
uma diminui¢do de ingestdo de proteina. A hipoalbuminemia ¢ condi¢do altamente
inespecifica e deve ser relacionada com outras fragdes protéicas do soro (Miller, 1988).

Como o grupo controle também apresentou diminui¢do das
concentragdes de albumina pode-se concluir que essa seja uma caracteristica do lote de

animais estudados e que neste caso, ndo houve efeito de linamarina.

4.2.6. Relacao Albumina / Globulina (A/G)

A relagcdo média A/G estd demonstrada no Quadro 7 cujos

resultados nao diferiram estatisticamente.
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A literatura cita diferentes valores de referéncia para esse
parametros de 1,17+0,71 (Miller, 1988); 1,2 a 2,2 (Celm, s.d) e 1,2 a 2,1 para ratos,

(Purina, s.d).

Quadro 7. Média e desvio—padrao referentes a relacdo albumina/globulina, dos grupos

de ratos tratados com diferentes doses de linamarina.

Dose de Linamar'ina mg/kg Meédia Desvio-padrio
de peso vivo
87,3 1,72*9 0,19
174,6 1,53* 0,26
3492 1,55° 0,35
0,0 1,48° 0,13

(1) Média seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente (p>0,05).

As globulinas constituem uma fracdo muito heterogénea dos
proteinas plasmaticas e sua alteracdo assume importancia especial nos distirbios
nutricionais, dano hepatocelular, nefrose mieloma multiplo e infec¢des cronicas.
(Miller, 1988).

Os valores encontrados estdo dentro dos padrdes normais pois a
discreta diminui¢do nos niveis de PT e AB nao afetou diretamente a relagdo
albumina/globulina.

A literatura ndo relata pesquisas com niveis de albumina sérica e

globulinas em animais submetidos ao efeito do glicosideo linamarina. Os resultados



53

encontrados indicam que as doses de linamarina n3o levaram a alteracdes desses

parametros.

4.2.7. Glicose

Os resultados médios de glicose no soro de ratos estdo no Quadro
8 e ndo diferiram estatisticamente.

Os limites normais de glicose pelo método enzimatico de glicose
oxidase estao entre 70 a 110 mg/dl. Embora possa ser dosada por uma gama de
diferentes procedimentos analiticos, os intervalos de referéncia variam de modo

significativo entre os métodos empregados (Miller, 1988).

Quadro 8. Média e desvio—padrao referente a glicose, dos grupos de ratos tratados com

diferentes doses de linamarina.

Dose de Linamarina mg/kg

de peso vivo hgf;ia Desvio-padrao
87,3 163,67 T
174,6 216,8" 25.4
349,2 200,5" 148
0,0 158,2° 587

(1) Média seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Em condi¢des normais, o teor de glicose no sangue mantem-se
dentro de limites bastantes estreitos. Isso se deve a intervencdo de um mecanismo
regulador hormonal bastante sensivel e delicado, cujos principais integrantes sao
representados, de um lado, pela insulina (agente hipoglicemiante) e, de outro, pelos
hormonios adrenocorticais, pré-hipofisarios, adrenalina e glucagon (agentes
hiperglicemiantes) (Miller, 1988).

Num estudo sobre o efeito diabetogénico da linamarina em caes,
Ragoobirsingh et al., (1993), determinaram que nos caes tratados, a concentragao
plasmatica de insulina era muito menor que o grupo controle resultando em valores
anormalmente altos de glicose. Esses resultados estdo de acordo com Kamalu (1991)
que em experimento semelhante, demonstrou redu¢do nos niveis de insulina em caes
submetidos a dietas com diferentes fontes de mandioca.

Segundo o EPA (1990), citado por Dantas, (2000) o cianeto causa
aumento nos teores de glicose sangiliineas e acido latico e decréscimo na relacdo
ATP/ADP indicando uma mudanca de metabolismo aerdbico para anaerobico.
Aparentemente ativa a glicogendlise e Shunt de pentoses, diminuindo o grau de
glicolise e inibindo o Ciclo dos Acidos Tricorboxilicos.

Os resultados encontrados no presente trabalho demonstram niveis
de glicose sérica acima do normal para o método empregado, inclusive no grupo
controle, portanto ndo permitindo discussdo sobre o efeito da linamarina sobre os

teores séricos de glicose.
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Para todos os parametros bioquimicos estudados, considerando-se
diferencas minimas esperadas referentes as médias de tratamento e levando em conta a
variabilidade que ocorre, ao nivel de 5% de significancia e com poder do teste igual a

80%, o tamanho da amostra deveria ser maior.

4.3. Alteracoes Histopatoldgicas

As lesdes macroscopicas e histopatoldgicas observadas nos
animais que sofreram intoxica¢cdo aguda consistiram de congestdo visceral sistémica,
mais acentuada no figado (Figura 3). Os rins demonstraram no exame histopatoldgico,
congestao mais proeminente na regido cortico medular (Figura 4). O sistema nervoso
central (Figura 5), miocardio (Figura 6) pancreas e pulmdes apresentaram congestao

difusa.
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Figura 3. Corte histologico de figado apresentando congestdo sinusoidal e centro
lobular. Hematoxilina & Eosina (x100).

Figura 4. Corte histologico de rim apresentando acentuada congestao cortico medular.
Hematoxilina & Eosina (x100).
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Figura 5. Corte histologico de sistema nervoso central apresentando congestdo de
pequenos vasos na substancia cinzenta. Hematoxilina & Eosina (x100).

Figura 6. Corte histologico de musculo cardiaco apresentando congestdo visceral
sistémica. Hematoxilina & Eosina (x100).
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Independentemente da dose recebida, os animais sobreviventes e
os sacrificados aos 14 dias, apresentaram degeneracdo espongiforme envolvendo
principalmente a substancia branca (Figuras 7 e 8).

Essas alteragdes sdo semelhantes as relatadas por diversos autores
em estudos sobre a influéncia de glicosideos cianogénicos, provenientes de diferentes
fontes vegetais, no metabolismo de varias espécies animais.

Sargison et al. (1996), observaram em vacas que ingeriram
acidentalmente varias partes de Prunus padus, sinais clinicos de depressao, bruxismo,
taquicardia e estase ruminal. O exame post-mortem revelou degeneracdo hepdtica
aguda. Tungtrakanpoung & Rhienpanish (1992) relataram congestdo ¢ hemorragia
com petéquias no coracgdo, figado, rins, pulmdes, rimen e intestinos de bufalos, apos
ingestdo de Mimosa invisa var. inermis. Jackson (1995) estudando dois burros mortos
ap6s ingestdio de Prunus virginiana, nao encontrou lesdes histopatologicas
significativas. Gajendragad et al. (1992) examinaram as lesdes histopatologicas de
ovelhas mortas apds ingestao de vargens de Acacia sp. Os exames revelaram congestao
acentuada de todos os Orgdos viscerais, degeneracdo e congestdo na cortex cerebral
Kamalu (1993) encontrou vacuolizacao periportal no figado, vacuolizacao e ruptura de
células dos tubulos proximais dos rins de caes alimentados experimentalmente com
gari. Foram também observadas degenera¢do e dilatacdo das fibras do miocérdio,

atribuidas a congestao passiva cronica.
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Figura 7. Corte histolégico do sistema nervoso central, apresentando degeneragao
espongiforme difusa. Hematoxilina & Eosina (x100).

Figura 8. Corte histoldégico do cerebelo apresentando degeneracdo espongiforme.
Hematoxilina & Eosina (x100).
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No presente estudo, a congestdo visceral apresentada pode estar
relacionada a insuficiéncia cardiaca congestiva. A agressdo pelo cianeto leva a
isquemia que se traduz morfologicamente por perda dos granulos da matriz
mitocondrial com queda da fosforilagdo oxidativa e decréscimo na produgdo de ATP
(Montenegro & Franco, 1999). A exposicao a cianeto leva a reducdo na utilizacdo do
oxigénio nos tecidos, produzidos um estado de anoxia histotoxica, causado pela
inativagao da citocromo oxidase (Dantas, 2000).

O cianeto, quando administrado por via oral, ¢ rapidamente
absorvido e distribuido pelo organismo através do sangue. As concentracdes sao
maiores nos eritrocitos que no plasma e combina-se com o ferro da metahemoglobina e
da hemoglobina eritrocitarias (Dantas, 2000). A distribui¢do tecidual ocorre em
diferentes niveis, sendo relatado em um caso fatal de intoxicagdo humana os seguintes
niveis: conteudo gastrico, 0,03; sangue, 0,05; figado, 0,11; cérebro, 0,07 e urina, 0,20

(mg/100mg). (EPA, 1990, citado por Dantas, 2000).

4.4. Consumo de Racao

Os dados diarios de consumo de ra¢do dos animais experimentais

estao representados na Figura 9.
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Figura 9. Consumo médio diario de racdo de ratos submetidos a diferentes doses de

linamarina durante o periodo experimental.

O animais dos grupos 1 (87,3 mg/kg linamarina) e 5 (Controle)

diminuiram a ingestao de alimento no 3° dia aumentando o consumo j4 no dia seguinte.

Entretanto, aqueles dos grupos 2 (174,6 mg/kg linamarina) e 3 (349,2 mg/kg

linamarina) apresentaram declinio mais acentuado que os dos grupos 1 ¢ 5 no 4° dia

com recuperacao no 5° dia. A partir do 5° dia todos os animais apresentaram aumento

do consumo diario de ragao. Embora tenha havido uma pequena queda na ingestao de

alimentos em todos os grupos experimentais, esse pardmetro continuou dentro das
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médias estabelecidas pela Purina (s.d) para consumo médio didrio de racao de ratos
jovens, que varia de 12 a 15 g. Essa diminuicdo na ingestdo de alimentos
provavelmente seja a causa da estabilizagdao do peso corporal dos animais do grupo 2.

Os dados apresentados ndo sao concordantes com os observados
por Varshney et al. (1996) em eqiiinos e Jackson (1994) em humanos, os quais relatam
diminuicdo no consumo de alimento quando as dietas continham glicosideos
cianogénicos. lyayi (1994) porém, ndo observou alteracdo nesse pardmetro em suinos
em dietas com alto teor de cianeto.

Os resultados observados sugerem que a dose tnica de linamarina
provoca um ajuste metabolico nos animais, sem alterar significativamente o consumo

de racdo.

4.5. Peso Corporal

Os resultados médios de peso corporal, obtidos a cada dois dias
dos grupos estudados, encontram-se na Figura 10.

Os animais dos grupos 1 (87,3 mg/kg linamarina) e 2 (174,6
mg/kg linamarina) apresentaram uma estabilizacdo no peso corporal no 5° dia apods
administragdo das solugdes, com recuperagao a partir do 6° dia. Animais dos grupos 3
(349,2 mg/kg linamarina) e 5 (Controle) apresentaram aumento de peso corporal

seguindo padrdo linear.
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Figura 10. Peso corporal médio de ratos submetidos a diferentes doses de linamarina
durante o periodo experimental (18/05 a 01/06/2000).

Observando-se a variagdo individual de peso corporal (Tabela 3 do
Apéndice) verifica-se que o ganho de peso entre o 3° e 5° dias foi menor que nos outros
periodos e que animais do grupo 3, que receberam doses maiores tiveram uma curva
ascendente semelhante ao grupo controle. Esse fato pode ser explicado por um ajuste
metabdlico individual dos animais em resposta ao cianeto liberado pela hidrolise da
linamarina, pois embora saiba-se que o tempo maximo de excre¢cdo do cianeto, sob
forma de tiacianato ¢ de 72 horas, uma parte da linamarina, cujo metabolismo ¢

desconhecido, ndo ¢ excretada sob essa forma. (Oke, 1979; Rosling et al., 1992)
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Panigraki et al. (1992) observaram menor ganho de peso em
frango de corte submetidos a dietas contendo farinha de mandioca com pouco tempo de
secagem. Varshney et al. (1996) em estudos sobre efeito do Sorghum bicolor,
administrado, por dois meses, no metabolismo de eqiiinos, também observaram
reducao de peso em decorréncia da diminui¢ao do apetite. Jackson (1994) sugeriu que
dietas diarias contendo mandioca, podem desacelerar o crescimento e desenvolvimento
de hemécias na Africa. Num estudo com diferentes linhagens de suinos, Iyayi (1994)
nao observou diminui¢ao de ingestao de alimento e de peso corporal, mesmo quando a
dieta continha alto teor de cianeto.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que uma tUnica
dose de linamarina ndo prejudica o desenvolvimento dos animais € que a pequena
oscilacdo do peso observada entre o 3° e 5° dias pode ser causada por variagdes

metabolicas individuais desses animais.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

O estudo devera ter continuidade para verificagdo dos possiveis
efeitos cumulativos da linamarina sobre o metabolismo animal, através de testes de
toxicidade oral a médio prazo.

A determinacdo da dose letal oral de linamarina, coloca em
discussdo conceitos pré-estabelecidos sobre o perigo da ingestdo de mandioca e seus
sub produtos e abre outras opgdes de pesquisas visando o desenvolvimento de novas
tecnologias de processamento. Esse fato evitaria também, uma desnecessaria

concentragdo de esfor¢os energéticos e financeiros nos processos de destoxificagao.
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6. CONCLUSOES

Nas condi¢des do experimento concluiu-se que:

- a DLs, oral de linamarina de mandioca em ratos ¢ de 324,86+1,5
mg/kg/peso vivo;

- nos animais sobreviventes a linamarina ndo causou andxia em
tecidos nobres (neurdnios da cortex e células de Purkinje);

- a dose letal oral de linamarina causou congestdao do figado, rins,
coragao e cérebro;

- a linamarina ndo levou a alteragdes significativas nos niveis
séricos de proteina total, albumina, globulina, glicose ¢ na atividade das enzimas
alanina transaminase (EC 2.6.1.1), aspartato transaminase (EC 2.6.1.2) e lactato

desidrogenase (EC 1.1.1.27);
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- 0 consumo de racao e peso corporal nao foram afetados por uma
unica dose de linamarina;
- em dose unica nao ha efeito tardio da linamarina no metabolismo

dos animais sobreviventes.
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7. SUGESTOES

Com finalidade de melhorar os conhecimentos para discussao dos
efeitos da linamarina no metabolismo animal, sugerem-se experimentos de médio
prazo visando o estudo da atividade de enzimas, ja que sdo poucas as informagdes
sobre esses parametros. Seria interessante a realiza¢do de estudos sobre a liberagdo e

excre¢do do cianeto formado a partir da linamarina extraida no metabolismo animal.
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Tabela 1. Resultados, média e desvio-padrdao dos parametros bioquimicos estudados nos

grupos experimentais.

PARAMETROS BIOQUIMICOS
Tratamento ALT(U/I) AST(U/I) LDH(U/I) PT(g/dl) AB (g/dl) PT:AB Glicose (g/dl)

Gl1 22 24 58 5,0 3,1 1,6 102
G12 26 35 66 4,9 3,1 1,8 128
G13 39 27 85 4,7 3,1 2,0 215
Gl4 12 19 313 4,7 3,0 1,7 185
G15 25 29 51 5,1 3,1 1,5 188
Média 24,8 26,8 1146 4,9 3,1 1,7 163,6
S 9,7 5,9 11,6 0.2 0,1 0,2 46,8
G21 21 22 56 52 3,0 1,3 185
G22 39 15 57 4.8 3,1 1,8 218
G23 37 23 61 4,9 3,1 1,7 247
G24 39 15 63 6,6 3.4 1,3 214
Média 34,0 18,8 59,3 5,4 3,2 1,5 216,0
S 8,7 4,3 3,3 0,8 0,2 0,3 25,4
G31 16 14 47 53 3,0 1,3 211
G32 18 15 48 4,6 3,0 1,8 190
Média 17,0 14,5 47,5 5,0 3,0 1,6 200,5
S 1.4 0,7 0,7 0,5 0,0 0,4 14,8
Gs51 16 14 52 52 3,1 1,5 206
G52 18 15 39 53 3.2 1,6 84
G53 21 7 98 5,1 3,0 1,4 146
G54 18 15 76 53 3,2 1,6 228
G55 19 15 74 5,7 3,2 1,3 127
Média 18,4 13,2 67,8 5,3 3,1 1,5 158,2

S 1,8 3,5 22,9 0,2 0,1 0,1 58,7




Tabela 2. Consumo médio diario de ragdo dos grupos experimentais.

Periodo Grupo Experimentais
(dias) 1 2 3 5

1° 15 14 14 15
2° 15 15 15 15
3° 14 14 15 14
4° 15 12 13 15
5° 14 13 14 15
6° 15 14 14 14
7° 15 15 15 16
8° 16 15 15 15
9° 16 16 15 15
10° 16 16 16 15
11° 15 16 16 16
12° 15 16 16 16
13° 16 16 17 17
14° 16 16 17 17

MEDIA 15,2 14,9 15,1 15,4

s 0,7 1,3 1,2 0,9




Tabela 3. Controle do peso corporal dos grupos experimentais.

84

Grupos Experimentais

DATA 1 2 3 4 5
18/05 116 121 130 123 130
18/05 124 120 120 118 127
18/05 131 118 117 127 117
18/05 122 128 128 123 126
18/05 118 120 122 120 128
Média 122 121 123 122 126
s 5,8 3,8 5,5 3.4 5,0
20/05 128 141 153 ; 151
20/05 147 136 : ; 148
20/05 154 138 130 - 137
20/05 134 153 ; ; 150
20/05 133 ; - . 149
Média 139 142 142 - 147
s 10,8 7,6 16,3 - 5,7
22/05 135 148 166 - 167
22/05 152 140 : ; 160
22/05 143 137 148 - 150
22/05 157 160 - ; 162
22/05 144 ; - . 161
Média 146 146 157 - 160
s 8,5 10,3 12,7 : 6,2
24/05 154 170 166 - 174
24/05 179 170 : ; 176
24/05 185 160 193 - 168
24/05 168 187 - ; 179
24/05 164 : ; . 179
Média 170 172 180 - 175
s 12,3 11,2 19,1 : 4,5
26/05 170 182 198 - 190
26/05 200 179 - - 195
26/05 195 169 182 - 186
26/05 184 196 - ; 197
26/05 175 - - . 200
Média 185 182 190 - 194
s 12,8 11,2 11,3 . 5,6

Continua



Continuacao: Tabela 3. Controle do peso corporal dos grupos experimentais.
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Data Grupos Experimentais
Pesagem 1 2 3 5

29/05 195 205 232 210
29/05 222 197 - 219
29/05 214 198 209 211
29/05 214 220 - 221
29/05 199 - - 222
Média 209 205 221 217

s 11,3 10,6 16,3 5,7
31/05 212 220 246 226
31/05 238 217 - 243
31/05 228 213 221 227
31/05 223 235 - 237
31/05 218 - - 238
Média 224 221 234 234

s 92,9 9,6 17,7 7,4
01/06 222 229 256 229
01/06 254 228 - 252
01/06 238 222 230 237
01/06 233 247 - 236
01/06 228 - - 247
Média 235 232 243 240

s 12,2 10,8 18,4 9,2
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