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RESUMO

Este estudo buscou avaliar a toxicidade aguda e subcrénica dos subprodutos do Ricinus
communis (mamona) dextoxificada por CaO e do farelo da mamona dessolventizado em ratos
Wistar fémeas e machos, a fim de verificar sua viabilidade como racéo animal. O farelo e a torta
da mamona destoxificados foram fornecidos pela EMBRAPA. Foi realizado o processamento
desses subprodutos, a fim de extrair as proteinas solUveis para realizar o tratamento. Foram
utilizados ratos Wistar (150g), machos e fémeas. Foi realizado teste de toxicidade aguda (2.000
mg/kg) nas fémeas, conforme o protocolo da OECD 423. Realizou-se testes subcronicos em
machos e fémeas divididos em grupos controle (NaCl 0,9 %) e subcrénicos (5, 50 e 300 mg/kg
de farelo e torta da mamona), conforme OECD 407. Foi avaliado o peso ponderal, screening
hipocratico, AST, ALT, Ureia, Creatinina de todos os animais e Hemograma completo dos
machos. Os resultados mostraram que a taxa de sobrevida foi de 94,56 %, com ganho de peso
gradual, sem diferencas significativas entre os grupos. Ndo foram observadas alteracdes
significativas na avaliacdo do screening hipocratico. Com relacdo as avaliacdes biogquimicas e
hematoldgicas, observou-se que niveis de AST em fémeas tratadas com o farelo aumentaram
no grupo agudo (P<0,0172) comparado ao grupo controle e com os tratamentos subcronicos: 5
mg/kg (P<0,0001), 50 mg/kg (P<0,0006) e 300 mg/kg (P <0,0001). Nas fémeas tratadas com a
torta, AST aumentou no grupo agudo quando comparadas ao grupo controle (P<0,0002) e
também em relacdo aos subcrénicos, 5 mg/kg (P<0,0001), 50 mg/kg (P<0,0001) e 300 mg/kg
(P<0,0001), resultado semelhante foi obtido com o ALT do grupo agudo (63.3 + 10.4), que
aumentou quando comparado ao grupo controle (P< 0,0016). A Ureia em fémeas tratadas com
o farelo agudo (2000 mg/kg) apresentou aumento quando comparado ao grupo controle (P<
0,0001) e com os tratamentos subcrdnicos. Nao foram observadas alteracdes significativas nos
parametros hematoldgicos dos grupos tratados com torta ou farelo quando comparados ao grupo
controle. As alteragcdes observadas nos animais tratados, embora significativas em comparagéo
com 0s animais controles, ndo ultrapassaram os niveis de referéncia, portanto, nao
demonstrando toxicidade dos compostos torta e farelo destoxificados, nas doses e tratamentos
agudo e subcroénico testados.

Palavras-chave: Ricinus communis; Toxicidade Aguda; Testes De Toxicidade Subcronica.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the acute and subchronic toxicity of the by-products of Ricinus
communis (castor oil plant) detoxified by CaO and the desolventized castor oil plant bran in
female and male Wistar rats, in order to verify their viability as animal feed. The detoxified
castor bran and castor cake were supplied by EMBRAPA. The processing of these by-products
was performed in order to extract the soluble proteins to perform the treatment. Wistar rats
(150g), male and female, were used. Acute toxicity test (2,000 mg/kg) was performed in
females, according to OECD 423 protocol. Subchronic tests were performed in males and
females divided in control (NaCl 0.9%) and subchronic groups (5, 50 and 300 mg/kg of castor
meal and castor cake), according to OECD 407. Weight, hypocratic screening, AST, ALT,
Urea, Creatinine of all animals and complete blood count of males were evaluated. The results
showed that the survival rate was 94.56 %, with gradual weight gain, without significant
differences between the groups. No significant changes were observed in the evaluation of the
hypocratic screening. Regarding biochemical and hematological evaluations, it was observed
that AST levels in females treated with the bran increased in the acute group (P<0.0172)
compared to the control group and with the subchronic treatments: 5 mg/kg (P<0.0001), 50
mg/kg (P<0.0006) and 300 mg/kg (P

<0.0001). In females treated with the pie, AST increased in the acute group when compared to
the control group (P<0.0002) and also in relation to the subchronic, 5 mg/kg (P<0.0001), 50
mg/kg (P<0.0001) and 300 mg/kg (P<0.0001), similar result was obtained with ALT in the acute
group (63.3 = 10.4), which increased when compared to the control group (P< 0.0016). Urea in
females treated with the acute bran (2000 mg/kg) showed an increase when compared to the
control group (P< 0.0001) and with the subchronic treatments. No significant changes were
observed in hematological parameters in the pie or bran treated groups when compared to the
control group. The changes observed in the treated animals, although significant compared to
the control animals, did not exceed the reference levels, thus not demonstrating toxicity of the
detoxified cake and bran compounds, at the doses and acute and subchronic treatments tested.

Keywords: Ricinus communis; Acute Toxicity; Subchronic Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Com a significante poluicdo atmosférica advinda das fontes naturais néo
renovaveis como o carvao vegetal, petrleo e gas natural e a crescente preocupacao
ambiental em todo o mundo, surgiu a necessidade de buscar novas alternativas eficientes
e sustentaveis para prover energia. Assim, iniciaram-se a producdo de biocombustiveis
como biodiesel e bio-6leo, a partir de fontes naturais renovaveis, menos prejudiciais ao
meio ambiente (Lourencgo et al., 2012).

Dessa forma, com a ampliacdo do Programa Nacional de Producédo e Uso do
Biodiesel (PNPB), a producéo de biodiesel vem contribuindo com a promocéo e reducéo
das desigualdades sociais e progresso econémico, tecnolégico e industrial (Melo, 2018).

O Brasil por sua vez, com condi¢des favoraveis de clima e solo, possui um grande
potencial para a producao de biomassa, principalmente de gorduras e 6leos vegetais e vem
explorando a cultura da mamoneira desde o inicio dos anos 2000 (Severino et al., 2021).

Nesse sentido, o cultivo de oleaginosas como combustivel renovavel tem-se

expandido, favorecendo a tecnologia limpa. As principais fontes exploradas sdo: soja,

milho, girassol, amendoim, algodao, canola, mamona, babacu, palma (dendé) e macadba
(Embrapa, 2020).

A Mamona, da espécie Ricinius communis L. e familia Euphorbiacea, tem carater
arbustivo e de fécil cultivo. E amplamente distribuida em todas as regides temperadas do
mundo, cultivada devido a sua facil adaptacdo aos variados climas (Sogan, et al, 2018).
No Brasil, seu maior cultivo prevalece no semiarido nordestino, o qual possui periodo
chuvoso espacado e altas temperaturas. Sua matéria prima é a semente, com
caracteristicas oleaginosas e de alta estabilidade frente aos estressores abidticos (Sousa,
2017).

O dbleo contido nas sementes da mamona é o produto de maior interesse econdémico
atual, e dentro da sua cadeia de producéo ha obtencéo de residuos citotoxicos, a torta e o
farelo da mamona, que representam cerca da metade do peso total da semente apds o
processamento (Rocha, 2022). Esses residuos podem ser utilizados na producao de adubo,
devido sua alta concentracdo de fosforo e célcio, além de possuirem um alto teor de

proteinas, classificando-os como um potencial atrativo
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para a alimentacdo animal, ap6s o processo de desintoxicacdo para inativacdo dos
fatores toxicos e alergénicos (Silva et al., 2018; Araujo et al., 2020).

Assim, a mamona possui trés compostos toxicos: Ricinius communis aglutinina |1
(RCA 1), uma glicoproteina inativadora de ribossomos, mais letal, representando 1,5

% da torta de mamona; o alcaloide Ricinina; e o fator alergénico Ricinius
communis aglutinina I (RCA 1), impedindo seu pleno uso na alimentacéo animal (Silva et
al., 2010; Dang e Van Damme, 2015). Estudos in vivo e in vitro demonstraram que a
RCAII, além da sintese proteica, provoca também estresse oxidativo, liberando espécies
reativas de oxigénio que resultam em morte celular (Suntres; Stone; Smith, 2005).

Dentre os principais sinais clinicos de intoxicacdo causados por esses compostos
toxicos, temos: irritacdo gastrointestinal, émese, diarreia sanguinolenta e dor abdominal,
além de efeitos nefrotoxicos e hepatotdxicos, distlrbios cardiacos, desidratacdo, letargia,
convulsdes e morte. Como a semente precisa ser triturada para liberagcdo do seu residuo
toxico, a ingestdo da torta e farelo pode ser ainda mais perigosa (Albretsen; Gwaltnei-
Brant; Kahn, 2000; Hong et al., 2011; Fonseca, 2014).

Contudo, tem-se intensificado os meios de destoxificacdo do farelo e da torta de
mamona, através de trés processos distintos: O processo fisico, sob autoclavagem; o
melhoramento genético, a partir do silenciamento génico por meio da técnica de RNA
Interferente; e 0 processo quimico, que consiste no uso de solucgdes de hidroxido de calcio
(Ca(OH)2) e hidréxido de sodio (NaOH), para eliminacdo das lectinas (Anandan et al.,
2005; Sousa, 2017; Araudjo, 2019).

Estudos com animais ndo ruminantes como pintos, poedeiras, suinos e ovinos
utilizando a torta e o farelo destoxificados como alimento foram realizados, demonstrando
que embora haja alguns prejuizos ao animal, ndo se deve a Ricina e ao processo de
destoxificacdo, mas a caréncia de aminoacidos, que podem ser adicionados a torta de
mamona. Ja o uso do residuo destoxificado em substituicdo ao farelo de soja em ovinos
de diferentes ragas foi bem sucedido e sem danos (Santos et al., 2013; Bueno, et al., 2014;
Duarte et al., 2014; Pompeu et al., 2020).

Apesar de ainda apresentar um fator alérgeno no manuseio, a mamona tem um

grande potencial futuro como alimento para animais de criagcdo (Akande et al, 2015).
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Desse modo, torna-se necessario o estudo toxicoldgico de seus efeitos, através
de testes de toxicidade aguda e subcronica in vivo, induzidas em ambiente laboratorial

em ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ricinus communis L.

A mamona, Ricinus communis L. (Figura 1), pertencente a familia Euphorbiacea,
é um arbusto perene exotico ndo comestivel, de crescimento rapido em climas tropicais,
adaptando-se as diversas condi¢cBes ambientais, mesmo em locais com uma baixa

necessidade de recursos (Hu et al. 2016; Rodrigues et al., 2020).

Fonte: Prdpria autora.

Sua denominacdo varia de forma genérica de acordo com o territério geografico
onde é cultivada, recebendo também os nomes de carrapateira, mamoneira, ricino, bojeira
ou palma-de-cristo (Milani, 2020; Puthur, 2020). E uma planta medicinal com
importancia cultural e comercial em todo o mundo, inclusive no Brasil (Rissato et al.,
2015; Gad-El Kareem et al., 2017).

Os principais paises cultivadores da mamona sdo india, China, Mogambique e
Brasil, respectivamente. No Brasil, 0 estado da Bahia, na regido Nordeste, é responsavel
por 80 % da area cultivada, e consequentemente, pela maior producdo. O total de
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hectares plantados chega a 46,6 mil em todo o territério nacional, com uma producdo em
média de 30,6 mil toneladas de grédos a cada safra (Fao, 2018; CONAB, 2019).

Quanto as caracteristicas botanicas, a Ricinus communis é uma arvore de madeira
macia que apresenta ampla fenotipagem, com diversas variagdes encontradas,
especialmente em relacdo ao tamanho, podendo existir desde tipos boténicos de porte
baixo ou arboreo (Figura 2) (Rodrigues et al., 2020; Milani, 2020).

Fonte: Prdpria autora.

Suas folhas séo grandes, medindo aproximadamente, 15 a 30 cm de largura. Possuli
flores em racemos terminais onde se formam os frutos, que tem caracteristicas de capsulas

espinhosas, triloculares, com sementes em cada l6culo (Fonseca; Soto-Blanco, 2014).
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Figura 3: Frutos da mamona

Fonte: Propria autora.

Com a caracteristica de acumuladora de metais pesados, a mamona passou a ser
agregada a servicos ecoldgicos e bioeconémicos por sua capacidade de se desenvolver
em solos extremamente poluidos, atuando como uma fitorremediacdo, pois a mesma
retém, com diferentes mecanismos, 0s ions metalicos tdxicos e metais pesados como
Cobre (Cu), Chumbo (Pb), Mercurio (Hg), Cadmio (Cd) e Arsénio (As) presentes nos
solos poluidos, contribuindo para a revegetacdo de terras contaminadas (Abdelsalam et
al., 2019; Palanivel et al., 2020; Sharma, 2021).

As sementes dessa espécie produzem o 6leo de ricino, matéria-prima com grande
aplicabilidade no mercado, como material industrial para producéo de tecidos, corantes,
adesivos, fios, nylon e espumas plasticas, tintas, alimentos, além de produtos cosméticos
e farmacéuticos (Severino et al, 2012; Rissato et al., 2015).

A comercializacdo do 6leo da mamona no mercado internacional é crescente, visto
que 0 mesmo possui mais de 700 aplica¢Oes diferentes na industria, podendo também
substituir os petroquimicos na fabricacdo de diversos materiais derivados como resinas,
polimeros, plasticos e lubrificantes (Mohamed et al., 2015).

Além disso, a mamona vem sendo utilizada na medicina tradicional a mais de
4.000 anos, apresentando propriedades medicinais bem documentadas na literatura,
aplicada como um agente terapéutico para inUmeros sintomas, tais como: alivio de dores
e constipacdo gastrointestinais, hepatoprotecdo, anti-inflamatério, diurético,
anticancerigeno, inseticida e hipoglicemiante com a ingestdo do 6leo, aumento da
producdo de leite em vacas com o consumo das folhas, e a infusdo das folhas possui
propriedades antifingicas, larvicidas e antimicrobianas (Abdul et al, 2018; Sogan et al.,
2018; Elkousy et al., 2021).
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2.2 Toxicidade e alergenicidade da mamona

Apesar de ser um produto natural, a Ricinus communis apresenta inimeros fatores
antinutricionais como compostos alergénicos e lectinas citotdxicas, destacando-se a
Ricinius communis aglutinina 11 (RCA IlI) - ricina; o alcaloide Ricinina; e o fator
alergénico Ricinius communis aglutinina I (RCA 1). E j& que possui um amplo uso,
conhecer o perfil de toxicidade é essencial para garantir o consumo da mesma com
seguranca e sem maiores riscos (Andrade, 2015; Abbas et al., 2018).

Além das diversas atividades bioldgicas, a Ricinus communis é conhecida por
conter um agente causador de intoxicacdes em humanos e animais, atribuidos
principalmente a lectina ricina (Worbs et al., 2011). Subproduto da producéo de 6leo de
mamona, a toxina ricina é uma das moléculas mais potentes e letais conhecidas, tendo
uma producdo em massa acima de um milh&o de toneladas por ano. Em tempos de guerra
foi utilizada como arma bioldgica, visto todo o seu potencial em causar intoxicacao de
maneira fécil, especialmente quando dispersa por aerossois (Toxins, 2019).

Por ser gquimicamente estavel, a ricina pode ser armazenada sem refrigeracao, e
sua facilidade de extracdo e disponibilidade, viabilizam seu uso como arma biol6gica
(Pelat et al., 2009; Pincus et al., 2011; Pereira, 2020). Estudos apontam que desde 1.500
a.C., no antigo Egito, ha vestigios e relatos do uso da mamona como veneno, além da
descricdo de suas demais propriedades bioldgicas (d Errico et al., 2012; Toxins, 2023).

Vérias utilizagbes da ricina como arma bioldgica foram relatadas ao longo dos
anos, como na Segunda Guerra Mundial, pelos Estados Unidos e Reino Unido. Em 1978
seu uso como arma ganhou notoriedade pelo assassinato de Georgi Markov, um dissidente
bulgaro em Londres. Ha relatos da producédo da toxina pelo Iraque na Guerra do Golfo e
também pela Franca, em 2003. Entre 2004 e 2018, cartas e encomendas contendo a
substéncia ricina foram enviadas a senadores e presidentes dos EUA (BBC News, 2023).
Vale salientar que a ricina € uma proteina soltivel em agua, sendo assim, ndo é utilizada
para o 6leo de ricino, esse entdo é considerado seguro.

A ricina é uma ribotoxina, pertencente ao grupo de proteinas inativadoras de
ribossomos do tipo I, presente principalmente no endosperma das sementes de Ricinus

communis, mas também em outras partes da planta, tendo capacidade de inativar os
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ribossomos. (Worbs et al., 2011; Fonseca; Soto-Blanco, 2014; Abbas et al., 2018).

Seu mecanismo toxico € decorrente de sua ligagdo com glicoproteinas e
glicolipideos presentes na membrana plasmaética das células, provocando endocitose da
molécula de ricina para o meio intracelular, sendo transferida através de transporte
vesicular até o complexo de Golgi, seguindo para o reticulo endoplasmatico. Apos isso, a
ricina é translocada para o citosol, adquire uma estrutura enzimaticamente ativa,
responsavel por inativar até 1.500 ribossomos por minuto, inibindo a sintese proteica, e
consequentemente, causando a morte celular (Hoffman, et al., 2007; FFUP, 2014,
CETOX UFC, 2023; Hayoun, 2023).

Por possuir uma absorgdo lenta, os sintomas clinicos de intoxicacdo da ricina
podem surgir em até 24 horas apds exposicao (inalacdo, ingestdo oral ou injecéo), a dose
letal inalatdria (DL50) é de e 3 a 5 pg/kg, enquanto a DL50 oral é de 20 mg/kg, sendo a
via inalatdria a mais letal (4 a 8 horas apds exposicao), provocando nauseas, vomitos,
diarreia, hematémese, melena, necrose tecidual gerando lesdes no figado, rins e baco,
convulsdes, choque, edema pulmonar, faléncia de érgdos, depressdo respiratoria e morte
(Chen e Lim, 2008; Hayoun, 2023).

A ricinina por sua vez, é um alcaloide venenoso, apresentando uma toxicidade de
19 a 20 mg/kg em ratos. Os principais sintomas de envenenamento por essa toxina sao
émese, dores abdominais, melena e diarreia, taquicardia, convulsdes e morte (Leite et al.,
2005). No entanto, suas concentragdes podem variar nas diferentes partes da mamoneira:
cerca de 0,03 % no endosperma da semente e 0,15 % na casca da semente (Moshkin,
1986).

Coulson e colaboradores (1960) ja descreveram que a torta da mamona possui um
teor alergénico, causado pelo CB1A (“Castor Beans”, semente da mamona em inglés). A
mamona ainda possui albuminas alergénicas Ric cl e Ric 3, presentes nas sementes e
responsaveis pela doacédo de nitrogénio e enxofre durante a germinacdo (Pomés, 2008).
Os alérgenos da planta caracterizam-se como proteinas defensivas e de armazenamento,
como um mecanismo de resisténcia aos estresses bidticos e com grande capacidade de

provocar alergias em animais sensiveis.
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2.3 Subprodutos da mamona na alimentac¢ao animal

O 6leo da mamona € o principal produto de interesse industrial, e durante sua
extracdo, sdo gerados subprodutos potencialmente explordveis: a torta e o farelo,
apontados como uma alternativa para a alimentacéo animal.

A torta é obtida a partir da extracdo do 6leo durante o processamento mecénico da
mamona, com auxilio de prensas e caracteriza-se por ter uma maior proporcao de 6leo
residual. Ja o farelo, que é obtido durante a extracdo com solventes, contém menor teor
de 6leo e maior teor de proteina bruta, tornando esse tipo de extracdo mais atraente para
as industrias (Lira et al., 2013; Porto Junior, 2015; Rocha, 2022).

O hexano € atualmente, o solvente mais utilizado para a extracédo de 6leos vegetais
em escala industrial, pois 0 mesmo passa pelo processo de destilagdo, sendo condensado
e reutilizado ao final do processo (Ozoério-Gonzales et al., 2020).

No entanto, como a ricina ndo é soltvel em lipidios, o processo de extracdo do
6leo resulta na torta ou farelo com concentragdes elevadas da mesma (Medeiros et al.,
2015; Santos, et al., 2018; Jesus Filho et al., 2019). Assim, apesar da alta composigédo
proteica desses subprodutos, a presenca de compostos tdxicos e alergénicos faz-se
necessario um tratamento prévio, para entdo o alimento tornar-se desprovido de toxinas e

seguro para 0s animais.

2.4 Torta e farelo da mamona na alimentacao animal

Um dos maiores desafios da industria agropecuaria esta relacionado & alimentacao
animal, visto que, agregam alto valor, pois exige alimentos nobres, como a soja e o milho
(Rocha, 2022).

Dessa maneira, a busca da inddstria pela reducdo nos custos com alimentagdo
animal é constante, e uma das possiveis solugdes é agregar ou até mesmo substituir a
alimentacdo animal comum por subprodutos obtidos em larga escala, e até mesmo
desperdi¢ados no meio ambiente, como a torta e o farelo da mamona.

O alto teor de proteina bruta e nitrogénio dos subprodutos da mamona sdo fatores
atraentes para o seu emprego na alimentacdo animal. De acordo com Beltrdo (2003), o
farelo da mamona ainda apresenta 45 % de proteina bruta apos a extracdo do 6leo, no

entanto, possuem em sua composicao os acidos ricinoleico, oleico, linoleico e
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linolénico, necessitando de estudos para avaliar o comportamento dessas substancias nos
organismos dos animais (Araujo et al., 2021).

A torta da mamona é um alimento proteico-energético de boa digestibilidade, e
quando destoxificada, possui um alto teor de fibras, chegando a 40 % (Severino, 2006;
Dang & Van Damme, 2015). Sua forma in natura tem um efeito positivo no controle de
parasitas gastrintestinais em ovinos a pasto (Maranguape et al., 2020).

Diversos métodos de destoxificacdo para a torta e farelo da mamona séo descritos
na literatura, tais como: meios fisicos (calor e pressao), quimicos (substancias como ureia,
amoénia, hexano, fosfatos, sais, dentre outros), biotecnolégicos (através de
microorganismos e genética), e até utilizando a combinacdo de um ou mais métodos
(Akande et al., 2015).

A torta da mamona destoxificada por processo de autoclavagem apresentou um
bom desempenho como um substituto parcial de outras fontes proteicas de origem vegetal
na producdo de racdo para tilapias do Nilo, ndo havendo comprometimento da agua dos
peixes, além de ser economicamente vidvel no custo final da producédo da ragédo (Silva,
2010).

Andrade e colaboradores (2019) verificaram através de ensaios de hemaglutinacéo
com eritrocitos de coelho, que a destoxificacdo da torta e farelo de mamona com
hidroxido de sodio (NaOH) e oxido de calcio (CaO) sdao completamente eficientes.

Ja Menezes (2022), apresentou em seu estudo que a utilizagdo da torta de mamona
destoxificada por 6xido de calcio (CaO) em substituicdo ao farelo de soja na dieta de
ovinos reduziu a digestibilidade e ganho de peso dos mesmos, porém ndo apresentou
alteracdes hepaticas ou renais.

Como supracitado, embora varias espécies animais tenham comportamentos
distintos e variaveis na intoxicacdo por mamona, onde as poedeiras sdo mais resistentes,
0S suinos, bovinos e ovinos sao intermediarios, € 0s equinos e cdes sdo mais vulneraveis
(Garland; Bailey, 2006; Alexander et al., 2008; Botha; Penrith, 2009; Tokarnia et al.,
2012; Pompeu, 2020; Nogueira, 2021; Rocha, 2022), ha uma necessidade de estudos
toxicoldgicos agudos e subcronicos que possam viabilizar o uso dessa fonte nutricional
promissora, que se elucidada, favorecerd também na redugdo da poluicdo ambiental

através do reaproveitamento dos excedentes da mamona como alimentacgéo animal.



b)

26

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Realizar teste de toxicidade aguda e subcrdnica dos residuos das sementes de
mamona (Ricinus communis L.): farelo e torta, gerados apos extracdo do 6leo, e
submetidos, respectivamente ao tratamento térmico ou alcalino com Oxido de
calcio (Ca0).

Objetivos Especificos

Observar as alteragcdes comportamentais e sinais de toxicidade aguda e subcrénica
apos 28 dias de administracdo do farelo e torta de Ricinus communis

L. (mamona), através do screening hipocratico;

Analisar a seguranca pré-clinica da administracdo do farelo e torta de Ricinus
communis L. (mamona) em ratos Wistar durante 28 dias através das dosagens
séricas de aminotransferase de aspartate (AST), aminotransferase de alanine

(ALT) e metabolitos renais (ureia e creatinina);

Analisar a seguranca pré-clinica da administracdo do farelo e torta de Ricinus
communis L. (mamona) em ratos Wistar durante 28 dias através de analises do

hemograma completo.



27

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado, controlado, utilizando modelos
animais.

O protocolo experimental seguiu os preceitos da Lei n°® 11.79, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e os principios da Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais Para Fins Cientificos e Didaticos da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). Para realizacdo
deste estudo, 0 mesmo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal
(CEUA) (Protocolo n ° 06/19) da Universidade Federal do Ceara-Campus Sobral. Foram
realizados todos 0s meios possiveis para minimizar o niamero e o sofrimento dos animais

utilizados.
4.2 Animais

Segundo a OECD 423, que discorre sobre os métodos de estudos de toxicidade
aguda, e OECD 407, que trata dos estudos de toxicidade subcrbnica, embora outros
animais possam ser utilizados, o rato é o animal preferencialmente utilizado nesse tipo de
estudo (OECD, 2008).

Portanto, foram utilizados 184 ratos Wistar, machos e fémeas (200-300 g), em
proporcao de 1:1, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(UFC) e alocados no Biotério de experimentacdo da Faculdade de Medicina de Sobral.
Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, em sala com temperatura controlada
(23°C + 2), obedecendo aos ciclos claro e escuro (de 12 em 12 horas) com agua e comida

ad libitum.
4.3 Destoxificagao do farelo e torta da mamona

O farelo e a torta de mamona dextoxificados utilizados no experimento foram
fornecidos pela Empresa Brasileira de Caprinos e Ovinos (Embrapa).

A torta de mamona foi destoxificada com 6xido de célcio (CaO) na concentragédo
de 90 g por quilograma de torta, diluidos em 2.500 mL de agua (Andrade et al., 2019),
sendo essa mistura homogeneizada periodicamente, a cada trinta minutos, durante oito

horas, com o auxilio de uma betoneira equipada com motor trifasico. Apos
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repousar ao longo do periodo de 18 horas, o material foi posto sobre lona plastica para

secar ao sol, sob incidéncia direta da luz solar (Araujo et al. 2020). Em seguida, ap0s
secagem, a mamona foi moida em trituradora de forragem e, em seguida, em moinho com
peneira de malha de 0,5 mm.

Ja o farelo da mamona foi obtido pelo processamento normal de extracdo do 06leo
da mamona, que consiste em: passagem do material por peneira para retirada de galhos e
areia, depois de peneirado, o material foi aquecido a 100-110 °C por 1h a 1h30min,
prensado em prensa extrusora (Pompeu, 2020).

Logo apos, realizou-se a extracdo com solvente hexano a 60°, por 2h30min, e por
fim, a dessolventizacdo (evaporacdo do solvente) a 100 °C a 110 °C por duas horas. Para
obter a dieta experimental, o farelo foi submetido & peneiramento prévio em peneira com
orificios de 0,5 mm, a fim de obter um maior teor de proteina bruta do animal (Pompeu,
2020).

A torta e o farelo foram administrados por via gavagem orogastrica na forma de
solucédo aquosa, tendo o NaCl 0,9 % como veiculo. Em todos os testes haverd um grupo
controle, tratado apenas com o veiculo. As administracfes ocorreram diariamente, sempre

no mesmo horario (06:00h as 07:00h A.M.), realizados pela propria autora da pesquisa.

4.4 Extracdo de proteinas solUveis presentes na torta e farelo da mamona

Para obtencdo das proteinas sollveis e solugcdo a ser administrada nos animais, a
torta e o farelo da mamona finamente moidos foram diluidos em solu¢do de NaCl 0,15 M
(0,9 %) na proporcdo: 10 gramas de peso X 30 mL de volume. Em seguida o material foi
mantido sob agitacéo por 1 h, e posteriormente centrifugado a 10.000 x ga 4 ° C por 30
min, e o sobrenadante filtrado através de um papel de filtro quantitativo, gerando o extrato
protéico, armazenado sob refrigeracdo de 2 — 8 graus (ANDRADE et al., 2019). Os
extratos eram preparados semanalmente e retirados da refrigeracdo por 30 minutos antes

de inciar a administragdo nos animais.
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4.5 Eutanésia

Foi realizada logo apo6s a coleta de sangue por puncdo cardiaca com o animal
profundamente anestesiado, utilizando-se 75 mg/kg cetamina + 10 mg/kg xilazina

intraperitoneal. O animal morre por hipovolemia.

4.6 Delineamento experimental

Foram utilizados 184 animais, divididos em duas etapas do experimento. Em cada
etapa, utilizou-se 03 fémeas para os testes de toxicidade aguda do farelo e da torta da
mamona (dose de 2.000 mg/kg). Para a fase subcronica, foram elencados 06 fémeas em
cada grupo, nos seguintes grupos: controle (NaCl 0,9 %), subcrénico torta 5 mg/kg,
subcrénico torta 50 mg/kg, e subcrdnico torta 300 mg/kg, totalizando 04 grupos. Os
mesmos foram divididos também para os machos, e para os testes com o farelo da
mamona, na mesma propor¢do, conforme Quadro 1. Os animais serdo tratados via

gavagem, e o tempo de tratamento esta retratado na Figura 4.

Quadro 1 — Fases e solucdes administradas durante a execucdo dos protocolos
experimentais.

FASES SOLUCAO DOSE N° DE ANIMAIS
ADMINISTRADA (mg/kg) | Macho Fémea

Solucéo Salina — NaCl 0,9% - 0 4

Torta da mamona destoxificada 2.000 0 2

Aguda Farelo de mamona 2.000 0 2

dessolventizado

Solucdo Salina — NaCl 0,9% - 18 14

Torta da mamona destoxificada 5 12 09

Subcrdnica 50 12 09

300 12 09

Farelo de mamona 50 12 15

dessolventizado 50 12 15

300 12 15

SUBTOTAL 90 92

TOTAL 184

Fonte: Prépria autora.

4.7 Estudos de toxicidade

Os estudos de toxicidade aguda foram realizados conforme as diretrizes da OECD

423, onde foram observadas as alteracbes comportamentais durante quinze minutos,
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trinta minutos, uma hora, duas horas, trés horas, seis horas, doze horas e 24 horas ap0s a
administracao dos tratamentos. Depois deste periodo, a observacao ocorreu todos os dias
subsequentes a administracdo até o décimo quarto dia, sempre no mesmo horario (06:00h
as 07:00h A.M.), realizado pela autora da pesquisa, diariamente (Figura 4).

O estudo de toxicidade subcrénica foi realizado de acordo com as diretrizes da OECD
407, onde os tratamentos s&o administrados diariamente, no mesmo horario, durante 28
dias (Figura 4), e a observagdo dos comportamentos é diéria até o fim do tratamento. Os
parametros comportamentais de ambas as fases (aguda e subcronica) foram avaliados de

acordo com o screening hipocratico.

LINHA DO TEMPO TESTE DE TOXICIDADE COM USO DA TORTA E FARELO
DA MAMONA

Toxicidade Aguda (2. 000 mg/kg)

>

Dia 01 Dia 14
Inicio do Fimdo
tratamento tratamento

Toxicidade Subcronica (5, 50 e 300 mg/kg)

—

Dia 01 Dia 28
Inicio do Fimdo
tratamento tratamento

Figura 4: Linha do tempo do teste de toxicidade aguda e subcronica em ratos Wistar fémeas e
machos, durante administracdo das solugdes de torta e farelo da mamona destoxificados. Fonte:
Propria autora.

4.8 Observacao dos sinais de toxicidade (Screening hipocratico)

Para a realizacdo das observacdes das alteracdes comportamentais, foi utilizado o
screening hipocratico, através do qual foram registrados os seguintes comportamentos dos
animais: piloerecdo, contor¢do, cambalhotas, lambidas, pulsdo sexual, sonoléncia,
agitacdo, agressividade, rodopiar e morte (OECD 421, 2016). Este ensaio, proposto por

Malone e Robichaud (1983), permite detectar atividades farmacologicas e toxicoldgicas,
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atraves da observacdo comportamental sobre a disposicdo geral, estado consciente,
atividade e coordenacdo do sistema motor e reflexo do animal.

As observacbes foram realizadas nos periodos de quinze e trinta minutos, uma,
duas, trés, seis, doze, 24 horas e até 14 dias apds a administracdo dos compostos para
avaliar a toxicidade aguda, e periodicamente, até o 28° dia para toxicidade subcrénica
(Tabela 1).

Tabela 1: Esquema utilizado para avaliagdo do screening hipocratico, onde os nimeros 1 a 5
indicam a quantidade de animais acometidos pelas alteragfes comportamentais estudadas.

1°Dia

2°ao0 14° dia (fase aguda)

ALTERACAO . . 12 /1°a0 28° dia (fase
15 min. | 30 min. 1 hora 2 horas | 4 horas 6 horas horas subcronica)

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 | 1234 | 1234 123 123
Contorcéo 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 | 1234 | 1234 123 123
Piloerecéo 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 12345 | 12345 | 12345 | 1234 1234 123 123
Cambalhotas 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 | 1234 | 1234 | 123 123
Lambidas 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 | 1234 | 1234 | 123 123
Pulséo Sexual 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 | 1234 | 1234 123 123
Sonoléncia 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 | 1234 | 1234 | 123 123
Agitacdo 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 12345 | 12345 | 12345 | 1234 1234 123 123
Agressividade 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 1234 | 1234 | 123 123
Rodopiar 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

1234 1234 1234 | 12345 | 12345 | 12345 | 1234 | 1234 123 123
Morte 56 56 56 6 6 6 56 56 456 456

Fonte: Adaptada de BRAGA, 2018.

4.9 Avaliacéo do peso ponderal

Os animais foram pesados em balanca semi-analitica antes da administracdo dos

seus respectivos tratamentos e durante todos os dias para adequacgéo das doses.
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4.10 Método de Coleta e Analise

A coleta sanguinea foi realizada através de puncdo cardiaca. Ap6s a anestesia
profunda (com 75 mg/kg cetamina + 10 mg/kg xilazina intraperitoneal) dos animais,
realizou-se o teste de sensibilidade a estimulos dolorosos, na auséncia de dor, 0s animais
foram entdo colocados em decubito dorsal, sendo passada uma gaze embebida em alcool
70% por toda a extenséo do seu tronco. Em seguida, a agulha foi introduzida em um
angulo de 45° com uma leve inclinacdo para a esquerda no final da cartilagem xifoide
para coletar entre 8 a 10 mL de sangue.

As amostras foram distribuidas em tubos sem anticoagulante, com acelerador de
codgulo e gel separador para os testes de aminotransferase de aspartate (AST),
aminotransferase de alanine (ALT) e metabolitos renais (uréia e creatinina). Ja para a
avaliacdo hematoldgica, foram utilizados microtubos contendo anticoagulante EDTA
sodico a 10 %.

O sangue coletado em tubos contendo acelerador de coagulacao, foi centrifugado a
3500 rpm, por 10 minutos, para obtencdo do soro, para posterior analise bioquimica.

O material foi encaminhado ao laboratério SOS Pet Clinica para processamento e
analise pela médica veterinaria e patologista, Elciane Alves Passos, CRMV-CE: 2427. Os
hemogramas foram analisados pelo método manual. Ja os exames bioquimicos utilizaram:
Ureia - método enzimatico UV; Creatinina - Labtest; AST (TGO) e ALT (TGP) — Cinética
UV —IFCC. O parametro utilizado para comparacdo dos resultados dos exames foi de
ratos Wistar oriundos do Biotério Central da Universiade Federal do Ceara — UFC,

retratados por Lima (2018).

411 Anaélise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPadPrism
versao 7.05 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California EUA (Copyright
© 1992-2009 GraphPad Software, Inc).

Os resultados obedecem a uma distribuicdo paramétrica, sendo analisados por Analise
de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tuckey. Os valores foram representados
pela Média £ Erro Padrdo da Média (EPM) e valores minimo e maximo. O critério de
significancia utilizado foi de P < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Testes de toxicidade aguda e subcronica

Para determinar a seguranca da torta e farelo da mamona destoxificados, foram
realizados ensaios baseando-se em protocolos experimentais da OECD 407, que dispde
sobre os estudos de toxicidade subcronica e a OECD 423, que dispde sobre estudos de

toxicidade aguda, com algumas adaptacdes.

5.2 Taxa de sobrevida dos animais e alteragdes comportamentais

A taxa de sobrevida dos animais obteve uma média de 94,56 %, apresentando 01 morte
na fase subcronica com o farelo da mamona na dose de 5 mg/kg, 02 mortes na dose de 50
mg/kg e 01 morte na dose 300 mg/kg em fémeas; 02 mortes na fase subcronica com atorta
da mamona na dose de 300 mg/kg também em fémeas; 01 morte na fase subcronica do
farelo (300 mg/kg) 01 morte na fase subcrénica da torta (300 mg/kg) em machos (Tabela
2).

De acordo com o screening hipocratico, as altera¢cbes comportamentais identificadas
foram: agitacdo no animal 2 do grupo subcrénico farelo 5 mg/kg em fémeas, piloerecéo
nos animais 2 e 4, em dias alternados no grupo subcrénico farelo 300 mg/kg em fémeas;
piloerecdo em 2 animais e agitacdo em 1 animal do grupo subcrénico farelo 300 kg/kg
em machos; agitacdo em 1 animal do grupo subcronico torta 50 mg/kg e agitagdo em 1

animal do grupo subcrénico torta 300 mg/kg em machos.
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Tabela 2: Taxa de sobrevida e alteragdes comportamentais em ratos Wistar F (fémeas) e M
(machos) tratados com F (farelo) e T (torta), nas fases aguda (2.000 mg/kg) e subcrénica (Sub.),
nas doses de 5, 50 e 300 mg/kg ao longo dos 14 D (fase aguda) e 28 D (dias) de tratamento. Os

valores correspondem & anélise dos 184 animais do experimento.

Tratamento Sexo Taxa de Sobrevida Alteracoes

Comportamentais

Controle F 100 % -

Agudo F. F 100 % -

2.000

Agudo T. F 100 % -

2.000

Sub.F. 5 F 93,33 % Morte em Al1-D4; Agitacdo em

A2-D11
Sub. F. 50 F 86,66 % Morte em A1 -D5 e A5 -D4
Sub. F. 300 F 93,33 % Piloerecdo em A2-D10, A4-D13;
Morte em A2 — D11

Sub. T.5 F 100 % -

Sub. T. 50 F 100 % -

Sub. T. 300 F 60 % Morte em A5 -D8 e A4 —D20

Controle M 100 % -

Sub.F.5 M 100 % -

Sub. F. 50 M 100 % -

Sub. F. 300 M 91,66 % Morte em A5 —-D3 e A4 —D6;
Piloerecéo e agitagdo em A2 —
D12; Piloerecdo em A3 - D18 e

morte em D19

Sub. T.5 M 100 % -

Sub. T. 50 M 100 % Agitacdo em A1-D26

Sub. T. 300 M 91,66 % Morte em Al, D13; Agitagcdo em

A2, D17

Sub. F: Subcrénico farelo; Sub. T.: Subcrénico torta; F: fémeas; M: machos; D: dia; A:

animal. Fonte: Propria autora.
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5.3 Peso ponderal dos animais

O peso dos animais foi avaliado na perspectiva de identificar a presenca de
toxicidade causada pela torta e farelo da mamona destoxificados. A tabela 3 apresenta
a média e desvio padrdo semanal do peso das fémeas nos testes de toxicidade aguda
(14 dias) e subcroénica ao longo dos 28 dias de administracdo do farelo da mamona
dessolventizado, mostrando que houve ganho gradual de peso ao longo dos dias, como
ja esperado devido a racdo e &gua ad. libitum disponibilizadas aos animais.

Na tabela 4, podemos verficiar a média e desvio padrdo do peso dos machos nos
testes de toxicidade subcrénica ao longo dos 28 dias de administracdo do farelo da
mamona dessolventizado, também evidenciando aumento gradual de peso, conforme
esperado. Dessa forma, o peso ponderal dos animais ndo foi afetado durante a

exposicdo ao tratamento com o farelo da mamona.
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Tabela 3: Peso em gramas (g) a cada semana, de ratas fémeas da linhagem Wistar, da fase

subcrénica com o farelo da mamona, nos grupos: controle, agudo (2.000 mg/kg), e subcrénicos
5 mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Dias de Controle Agudo Farelo Farelo Farelo
Tratamento Farelo 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
2.000
mg/kg
0 dias 202+84 202+87 181+192 185%7.2 184 + 145
(192-220) (195-212) (156-206) (174-194) (173 -209)
07 dias 216 £ 7.5 210 £10 199 + 19 203 £ 10 205+ 18
(208-228) (200 -220) (178-226) (193-214) (192-236)
14 dias 234 +8.1 218 £ 12 220+ 15 224 +11 228 + 18
(221-243)  (211-232)  (204-239) (211-237) (214-260)
21 dias 247 +9 - 228 + 16 235+ 10 235+ 20
(236-261) (212-249) (222-245) (217-270)
28 dias 255+8.9 - 243+203 251+105 253+19.9
(242-267) (218-270) (236-260) (236-287)

Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor

minimo e maximo. Os valores correspondem a andlise das medidas efetuadas em 17 animais.
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Tabela 4: Peso em gramas (g) a cada semana, de ratos machos da linhagem Wistar, da fase

subcrénica com o farelo da mamona, nos grupos: controle e subcrénicos 5 mg/kg, 50 mg/kg e 300

mg/Kg.
Dias de Controle Farelo Farelo Farelo

Tratamento 5mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
0 dias 187 £7.8 164 £ 9.5 178+ 7.1 180 £ 16.2
(180-202) (155-180) (166-188) (160-202)

07 dias 238 +12.2 212 +10.8 231+8 223 £ 25
(225-261) (202-232) (217-239) (199-252)
14 dias 298 + 134 268 £ 17.9 297 £ 8.5 281 +35.9
(282-319) (249-299) (283-307) (243-318)
21 dias 351 +1338 319+ 184 356 £ 145 352 +35.6
(336-371) (301-345) (335-372) (311-376)

28 dias 416 +12.3 367 +21.3 397 £115 377 +53
(401-435) (346-398) (383-412) (340-415)

Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor
minimo e méaximo. Os valores correspondem a analise das medidas efetuadas em 24 animais,

sendo o n de 6 animais por grupo.

Nas tabelas 5 e 6, podemos observar o ganho de peso semanal, durante os 28 dias

de tratamento em ratas Wistar fémeas e machos, com a torta da mamona destoxificada.

Todos os animais obtiveram ganho de peso gradual conforme os sucessivos dias de

tratamento. Portanto, o tratamento com a torta da mamona destoxificada nao apresentou

prejuizos ao ganho de peso dos animais.
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Tabela 5: Peso em gramas (g) a cada semana, de ratas fémeas da linhagem Wistar, da fase
subcrénica com a torta da mamona, nos grupos: controle, agudo (2.000 mg/kg) e subcrénicos 5
mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Dias de Controle Agudo Torta Torta orta
Tratamento Torta2.000 5mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
mg/kg
0 dias 198 £ 4.6 169 + 11 178 £ 10 179 £ 17 1797

(192-205)  (161-177)  (163-190)  (167-209)  (169-188)
07dias  216+75 181+91  103+86  192+17  192+58
(208-228) (175-188)  (180-202)  (181-223)  (189-200)

l4dias  234+81 229+42  208+84  199+15  210+7.8
(221-243) (226-232)  (196-218)  (191.906)  (201-219)

21 dias 241+78 - 212+76 203+165 212+51
(232-254) (202-222)  (187-231)  (207-217)
28 dias 247 £7.9 - 216 +7.1 226+241  218+47
(238-260) (209-228)  (196-270)  (213-222)

Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor

minimo e maximo. Os valores correspondem a andlise das medidas efetuadas em 22 animais.
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Tabela 6: Peso em gramas (g) a cada semana, de ratos machos da linhagem Wistar, da fase
subcrénica com a torta da mamona, nos grupos: controle e subcrénicos 5 mg/kg, 50 mg/kg e 300

mag/kg.

Dias de Controle Torta Torta Torta
Tratamento 5mag/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
0 dias 187 £7.8 238 £20.8 214 + 16 235+114
(180-202) (215-267) (190-230) (224-248)
07 dias 238 £12.2 285+ 24.6 258 +18.1 269 + 26.5
(225-261) (258-322) (229-279) (231-301)
14 dias 298 £ 134 335+27.1 305+ 16 315+ 27.9
(282-319) (300-375) (280-329) (275-350)
21 dias 351 +1338 394 £ 27.3 344 +£13.1 365 + 33.7
(336-371) (360-439) (329-361) (326-408)
28 dias 416 £12.3 412 £275 363 £15.1 374 +36.2
(401-435) (380-457) (334-375) (336-420)

Os resultados foram expressos com Média £ E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor

minimo e maximo. Os valores correspondem a analise das medidas efetuadas em 24 animais.

5.4 Niveis séricos de enzimas hepéticas

Para a constatacdo de seguranca na administracéo oral dos tratamentos resultando
em uma preservacdo da fisiologia hepatica, foram realizadas provas bioquimicas
estabelecendo dosagens séricas de AST e ALT.

A tabela 7 mostra as dosagens de AST/TGO e ALT/TGP nas fémeas tratadas com
o farelo da mamona.

Verificando os niveis de AST/TGO, o grupo agudo (156.1 + UI/L) apresentou
aumento (P < 0,0172) quando comparado ao grupo controle (84 + UI/L), e aos grupos
subcrénicos: 5 mg/kg (38.8 + UI/L) com P < 0,0001, 50 mg/kg (53.2 £ 23.8 UI/L) com
P < 0,0006 e 300 mg/kg (36.4 = 9.5 UI/L) com P < 0,0001. Os grupos subcrdnicos por
sua vez, quando comparados ao grupo controle, ndo apresentaram variancias
significativas.

Os valores de ALT/TGP em fémeas tratadas com o farelo da mamona néo
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados aos controles e aos grupos do

tratamento subcronico.



40

Tabela 7: Parametros Bioquimicos AST/TGO e ALT/TGP de ratos fémeas da linhagem Wistar,
da fase subcronica com o farelo da mamona, nos grupos: controle, agudo (2.000 mg/kg), e
subcronicos 5 mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro  Controle Agudo Farelo Farelo Farelo
(unidade) Farelo 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
2000 mg/kg

AST/TGO 84+388 156.1+49.2* 388+116 532%238 364+095
(UI/L) (37-132) (80 -214) (29-56)  (35-88) (23 -48)
ALT/TGP 367+84 486%1907 438+118 545+74 536+95

(UI/L) (7-46)  (22-72) (27-57)  (44-61) (42— 65)

Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. *

representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle. Valor minimo e maximo; Os
valores correspondem as analises das medidas efetuadas em: controle (4 animais); agudo (8

animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (4 animais); 300 mg/kg (5 animais).

Os resultados de AST/TGO e ALT/TGP nos machos tratados com o farelo da
mamona estdo expressos na Tabela 8. Os valores de AST/TGO demonstram que néo
houve diferencas significativas dos grupos subcrénicos: 5 mg/kg (96.2 £ 58.2 UI/L), 50
mg/kg (67.5 £ 22.7 UI/L) e 300 mg/kg (92 + 63.7 UI/L) quando comparados ao grupo
controle (135.3 £ 68 UI/L).

Resultados semelhantes foram obtidos com a determinacdo dos niveis de ALT em
ratos machos tratados pelo farelo de mamona, onde também ndo foram observadas
diferencas significativas nos grupos subcronicos: 5 mg/kg (32.4 £ 16.3 UI/L), 50 mg/kg
(32.2 £ 13.8 UI/L) e 300 mg/kg (38.2 = 20.3 UI/L), quando comparados ao grupo
controle (44.5 £ 14.5), conforme apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8: Parametros Bioquimicos AST/TGO e ALT/TGP de ratos machos da linhagem Wistar,
da fase subcrdnica com o farelo da mamona, nos grupos: controle e subcrénicos 5 mg/kg, 50
mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro Controle Farelo Farelo Farelo
(unidade) 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
AST/TGO 135.3 + 68 96.2 +58.2 67.5+227 92 +63.9
(UI/L) (49 — 239) (26 -161) (35 -88) (26 —199)
ALT/TGP 445+ 145 324 +16.3 32.2+138 38.2+20.3
(UIL) (8-161) (10 —55) (24 —53) (10-67)

Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor
minimo e maximo; Os valores correspondem as anélises das medidas efetuadas em: controle (12

animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (4 animais); 300 mg/kg (5 animais).

Os resultados de AST/TGO e ALT/TGP nos tratamentos das fémeas com a torta
da mamona estdo expressos na Tabela 9. Foi observado aumento dos niveis de AST no
soro dos animais do grupo agudo (208.7 + 56.7 UI/L) em comparacdo ao grupo controle
(84 + 38.8 UI/L) (P< 0,0002) e quando comparado aos grupos subcrénicos: grupo 5 mg/kg
(28.6 + 7 UI/L; P< 0,0001), 50 mg/kg (29 + 9.8 UI/L; P<0,0001) e 300 mg/kg
(21.3 £ 2 UI/L; P< 0,0001) (Tabela 9). Os demais grupos ndo apresentaram variacdes
significativas.

Da mesma forma, foi observado aumento dos niveis de ALT no grupo agudo (63.3
+ 10.4) em comparacdo a0 com 0 grupo controle (36.7 + 8.4; P< 0,0016) e
também quando comparado aos grupos subcrénicos: 5 mg/kg (41.6 £ 7; P< 0,0058), 50
mg/kg (41.6 + 9.3; P<0,0058), e 300 mg/kg (28 £ 7; P< 0,0002).
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Tabela 9: Parametros Bioquimicos AST/TGO e ALT/TGP de ratos fémeas da linhagem Wistar,
da fase subcronica com a torta da mamona, nos grupos: controle, agudo (2.000 mg/kg), e
subcronicos 5 mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro  Controle Agudo Torta Torta Torta
(unidade) Torta 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
2000 mg/kg

AST/TGO 84+388 208.7+56.7* 2867 29+98 21.3+£2
(UI/L) (37 -132) (125 -269) (21-37) (30 - 45) (19 -23)
ALT/TGP 36.7+84 63.3%104* 4167 41693 28+7.2
(UI/L) (27- 46) (44 -T71) (31-50) (34 - 56) (22 - 36)

Os resultados foram expressos com Média = E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey.

* representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle. Valor minimo e méximo; Os
valores correspondem as andlises das medidas efetuadas em: controle (4 animais); agudo (6
animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (5 animais); 300 mg/kg (3 animais).

Na tabela 10 podemos verificar os niveis de AST/TGO e ALT/TGP em ratos
Wistar machos tratados com a torta da mamona. Os resultados mostraram que 0s niveis
séricos de AST e ALT em machos tratados com a torta da mamona ndo apresentaram
alteraces estatisticamente significativas. O que provavelmente denota auséncia de

toxicidade hepatica da torta de mamona destoxificada nesse experimento.
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Tabela 10: Parametros Bioquimicos AST/TGO e ALT/TGP de ratos machos da linhagem
Wistar, na fase subcronica com a torta da mamona, nos grupos: controle e subcrénicos 5 mg/kg,
50 mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro Controle Torta Torta Torta
(unidade) 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
AST/TGO 135.3 + 68 90.4 +10.5 163.2 + 120.6 151.4+114
(UI/L) (49 — 239) (80— 107) (59 — 348) (45— 338)
ALT/TGP 445+ 145 376 £5.1 55 + 36.7 76 + 38
(UIL) (8-161) (30 —44) (31-120) (22 -119)

Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor
minimo e maximo; Os valores correspondem as anélises das medidas efetuadas em: controle (12

animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (5 animais); 300 mg/kg (5 animais).

5.5 Niveis séricos de Ureia e Creatinina

Para avaliacdo da funcéo renal foram realizadas dosagens nos niveis séricos de
creatinina. Os niveis de ureia e creatinina em fémeas tratadas com o farelo da mamona
estdo descritos na Tabela 11.

Os valores de Ureia em fémeas tratadas com o farelo da mamona no grupo agudo
(45.8 = 4.7 mg/dL) ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados ao
grupo controle (33.7+ 14.1 mg/dL). Nos grupos dos tratamentos subcrénicos 5 mg/kg (5.8
+ 1.6 mg/dL; P< 0,0001), 50 mg/kg (8 + 2.1 mg/dL; P< 0,0003) e 300 mg/kg (7.6 + 6.9
mg/dL; P<0,0001) houve reducdo dos niveis de uréia quando comparados ao grupo
controle.

Ao analisar os niveis de creatinina nas fémeas tratadas com o farelo da mamona,
verificamos que apenas o grupo subcrénico 5 mg/kg (0.17 + 0.03; P<0,0338) apresentou
reducdo significativa quando comparados ao grupo controle (0.38 + 0.2). Os valores do
grupo agudo (0.42 + 0.08 mg/dL) foram maiores quando comparado aos valores dos
tratamentos subcronicos: 5 mg/kg (0.17 + 0.03 mg/dL; P<0,0015), e 300 mg/kg (0.18 +
0.02 mg/dL; P<0,0027).



44

Tabela 11: Parametros Bioquimicos Ureia e Creatinina de ratos fémeas da linhagem Wistar, da
fase subcronica com o farelo da mamona, nos grupos: controle, agudo (2.000 mg/kg), e
subcronicos 5 mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro Controle Agudo Farelo Farelo Farelo
(unidade) Farelo 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
2000 mg/kg
Ureia 33.7+146 458147 58+ 1.6* 8+21* 76+69*
(mg/dL) (13- 44) (41-53) (4-98) (6-11) (4-20)
Creatinina 0.38+0.2 0.42+0.08 0.17+0.03* 0.28+0.08 0.18+0.02
(mg/dL) (0.23 - (0.31-055) (0.12-0.21) (0.21-0.41) (0.15-0.22)
0.67)

Os resultados foram expressos com Média = E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey.
* representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle. Valor minimo e méximo; Os
valores correspondem as andlises das medidas efetuadas em: controle (4 animais); agudo (8
animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (4 animais); 300 mg/kg (5 animais).

Os niveis de ureia e creatinina em machos tratados com o farelo da mamona estéo
retratados na Tabela 12. Nao foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
tratados e o grupo controle. Além disso, os valores obtidos estdo todos dentro dos padrdes
de referéncia para ratos Wistar dessa linhagem.

Tabela 12: Parametros Bioquimicos Ureia e Creatinina de ratos machos da linhagem Wistar, da
fase subcronica com o farelo da mamona, nos grupos: controle e subcronicos 5 mg/kg, 50 mg/kg
e 300 mg/kg.

Parametro Controle Farelo Farelo Farelo
(unidade) 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
Ureia 40.8 £ 135 40.8 £3.2 43.7+216 36 +£10.7
(mg/dL) (10-57) (35 -43) (23-73) (18 - 43)
Creatinina 0.34+£0.16 0.4 +£0.08 0.31+0.11 0.32+£0.08

(mg/dL) (0.09-0.55) (0.32-0.54) (0.18 - 0.45) (0.20 - 0.44)
Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor

minimo e maximo; Os valores correspondem as analises das medidas efetuadas em: controle (12

animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (4 animais); 300 mg/kg (5 animais).
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Nas fémeas tratadas com a torta da mamona, os niveis séricos de ureia e creatinina
estdo expressos na tabela 13. Nas taxas de ureia retratadas, o grupo agudo (42.5 £ 5.1
mg/dL) ndo apresentou diferenca significativa ao ser comparado ao controle (33.7 + 14.6
mg/dL). Porém, foram observadas reducdes nos niveis de uréia nos grupos subcrénicos,
5mg/kg (8.2 £ 4.9 mg/dl; P< 0,0004), 50 mg/kg (8.6 £ 3.5 mg/dL; P<
0,0005) e 300 mg/kg (1.3 = 0.5 mg/dL; P< 0,0001), quando comparados ao grupo

controle.

Analisando os niveis de creatinina, ndo foram observadas alteragdes significativas

quando comparados os grupos tratados agudo e os subcrénicos com o grupo controle.

Tabela 13: Parametros Bioquimicos Ureia e Creatinina de ratos fémeas da linhagem Wistar, da
fase subcrdnica com a torta da mamona, nos grupos: controle, agudo (2.000 mg/kg), e subcrénicos
5 mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro Controle Agudo Torta Torta Torta
(unidade) Torta 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
2000 mg/kg
Ureia 33.7+14.6 425+5.1 8.2+49 8.6+35 1.3+£05
(mg/dL) (13- 44) (37 -51) (2-15) (3-12) 1-2)

Creatinina 0.38+0.2 047 +0.1 0.17+0.04 0.17+0.03 0.18 +0.09
(mg/dL) (0.23-0.67) (0.28-0.73) (0.12-0.23) (0.14-0.21) (0.08—0.26)

Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor
minimo e maximo; Os valores correspondem as analises das medidas efetuadas em: controle (4
animais); agudo (6 animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (5 animais); 300 mg/kg

(3 animais).

Na tabela 14, encontramos 0s niveis séricos de ureia e creatinina em ratos Wistar
machos, tratados com a torta da mamona. Quanto aos niveis de ureia, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos. O mesmo ocorreu com as

determinacdes de creatinina.
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Tabela 14: Parametros Bioquimicos Ureia e Creatinina de ratos machos da linhagem Wistar, da
fase subcronica com a torta da mamona, nos grupos: controle e subcronicos 5 mg/kg, 50 mg/kg e
300 mg/kg.

Parametro Controle Torta Torta Torta
(unidade) 5mag/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
Ureia 40.8 + 135 33.4+129 37.4+£106 29.8+133
(mg/dL) (10-57) (18 —54) (21 - 48) (12 - 47)
Creatinina 0.34+0.16 0.19 £ 0.07 0.36 £ 0.09 0.19 £ 0.02

(mg/dL) (0.09-0.55) (0.15-0.32) (0.22 - 0.45) (0.16 —0.23)
Os resultados foram expressos com Média + E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor

minimo e maximo; Os valores correspondem as analises das medidas efetuadas em: controle (12

animais); 5 mg/kg (5 animais); 50 mg/kg (5 animais); 300 mg/kg (5 animais).

5.6 Parametros hematolégicos

Os parametros hematoldgicos dos ratos Wistar machos tratados com a torta e

farelo de mamona sdo apresentados nas tabelas 15 e 16, respectivamente.

Os resultados da Tabela 15, referentes as dosagens de hemograma completo e
contagem de plaquetas dos ratos machos da linhagem Wistar tratados com o farelo da
mamona, mostram que ndo houve alteracOes significativas nesses parametros quando

comparados 0s animais tratados com o grupo controle.

E importante salientar que no grupo subcrénico 5 mg/kg, com o farelo da mamona
administrado em machos, foram analisadas 06 amostras, das quais, 04 apresentaram
alteragOes significativas: foi identificada em uma a presenca de plaquetas gigantes; em
outra amostra, além de plaquetas gigantes, foi detectado a presenca de linfocitos reativos;
na terceira amostra foi encontrado neutréfilos hipersegmentados, e na quarta, a presenca

de neutrofilos hiperseguimentados e linfécitos reativos.

No grupo subcrénico 50 mg/kg, do farelo da mamona em machos, também foram

analisadas 06 amostras, das quais, 03 amostras apresentaram neutréfilos



47

hipersegmentados, 01 amostra apresentou neutréfilos hiperseguimentados e plaquetas

gigantes, e 01 apresentou apenas a presenca de plaquetas gigantes.

Foram analisadas apenas 02 amostras do grupo subcrénico 300 mg/kg com o
farelo da mamona em machos, pois, dos 06 animais experimentados, 04 vieram a 6bito
durante o experimento. Em uma das amostras analisadas desta fase, foi identificada a

presenca de neutréfilos hiperseguimentados.

A avaliagdo hematologica das amostras dos ratos Wistar machos tratados com a
torta da mamona estdo demonstrados na Tabela 16. Houve aumento no hematocrito, dos
animais do grupo subcrénico 5 mg/kg (P< 0,0008) quando comparado ao grupo controle.
Também foi observado aumento das hemacias (P< 0,0024) e da hemoglobina (P< 0,0008)

no grupo subcrdnico 300 mg/kg quando comparado ao controle.

N&o houve variancias significativas ao compararmos os demais parametros.
Contudo, vale ressaltar que dentre as 06 amostras do grupo controle, em 01 amostra foi
identificado a presenca de linfécitos reativos, e em outra amostra foi identificado a

presenca de neutréfilos hiperseguimentados.

Tabela 15: Parametros Hematoldgicos de ratos machos da linhagem Wistar, da fase subcronica
com o farelo da mamona, nos grupos: controle, 5 mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro Controle Farelo Farelo Farelo
(unidade) 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
Hemécias 8.31£0.39 85+04 9.1+£0.3 8.8+0.14
(milhdes/mm3) (7.7-8.99) (8.0-9.1) (8.7-9.7) (8.7-8.9)
Hematdcrito (%) 48.6 £2.3 50.17+24 53.67+21 515%07
(45 -52) (47 - 53) (51-57) (51-52)
Hemoglobina 16.2+£0.7 16.7+0.8 17.88 £ 0.7 17.15+0.2
(%) (15-17.3)  (15.6 - 17.7) (17 - 19) (17 - 17.3)
VCM (md) 58.4+0.1 58.4 +0.17 5853+02 585+0.1
(58.3-58.8) (58.2-58.7) (58.2-58.8) (58.4-58.6)
CHCM (%) 33.32+0.04 33.3+0.06 33.32+0.04 33.3%0.0
(33.3-334) (33.2-33.4) (33.3-334) (33.3-33.3)
Plaguetas (mm3)  1.044.000 + 978.000 + 968.000 + 1.166.000 +
270.333,1 252.768,7 284.815,7 166.877,2
(828.000 — (784.000 — (536.000 - (1.048.000 —
1.504.000) 1.344.000) 1.324.000) 1.284.000)
Leucdcitos 7500+£1.8 9.600+2500 8.300+1.900 6.000 + 300
(mmg) (3.800 — (5.000 - (5.900 — (5.800 - 6.300)
8.900) 12.500) 10.100)



Neutréfilos (%) 164 +£6.5 15+14
(8 - 26) (14 -17)
Bastdes (%) 0 0
Eosindfilos (%) 0.6 +1.03 0
(0-2)
Basofilos (%) 0 0
Linfdcitos (%) 84.4£6.5 855+1.7
(74 - 90) (83 - 87)
Monadcitos (%) 06+£10 0
(0-2)
Proteinas (g/dL)  15.8 + 22.62 6.3+0.2
(6 -62) (6 -6.6)

10+238
(8.0-12)

0

0.3+0.8
(0 - 2.0)

0

83.8 £52
(8 -92)

0

6.8+0.2
(6.4 17.2)

48
14+ 0.0
(14 - 14)

0
0

0

80+84
(74 — 86)

0

6.7+0.1
(6.6 — 6.8)

Os resultados foram expressos com Média = E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey.
Valor minimo e maximo; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
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média; CHCM: concentracdo da hemoglobina corpuscular média. Os valores correspondem as
analises das medidas efetuadas em 20 animais.

Tabela 16: Parametros Hematoldgicos de ratos machos da linhagem Wistar, da fase
subcronica com a torta da mamona, nos grupos: controle, 5 mg/kg, 50 mg/kg e 300 mg/kg.

Parametro Controle Torta Torta Torta
(unidade) 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg
Hemacias — 8.3 +0.39 8.7+05 8.2+04 9.4+0.3
(milhdes/ mm3) (7.7 - 8.99) (7.7 -9.4) (7.7-8.9) (8.9-9.9)
Hematdcrito (%) 48.6 £ 2.3 51+3.3 48.33+25 55,5+ 2.0
(45 - 52) (45 - 55) (45 - 52) (52 - 58)
Hemoglobina 16.2 £ 0.7 17+1.1 16.08 £ 0.8 18.48 £ 0.6
(%) (15-17.3) (15-18.3) (15-17.3) (17.3-19.3)
VCM (md) 58.4 +0.1 58.48 + 0.1 58.55+0.2 585+0.1
(58.3-58.8) (58.2 —58.6) (58.3 -58.8) (58.3 —58.8)
CHCM (%) 33.32+0.04 33.32+0.04 33.2+0.07 33.3+0.04
(33.3-33.4) (33.3-334) (33.2-33.4) (33.3-33.4)
Plagquetas (mm3) 1.044.000 + 1.016.800 + 1.180.800 + 1.052.000 +
270.333,1 245.852 125.901,5 85.566,35
(828.000 — (716.000 — (1.024.000 — (952.000 —
1.504.000) 1.368.000) 1.224.000) 1.200.000)
Leucocitos 7500+18 7.900+3.100 6.900+3.800 9.600 + 1.800
(mm3) (3.800 — (2.700 — (3.200 -1.400) (7.600 —
8.900) 11.600) 12.100)
Neutréfilos (%) 16.4 + 6.5 19+17.2 (6.0 10.67 £ 6.5 9.0+5.1
(8 - 26) -52) (2.0-18) (2.0-14)
Bastdes (%) 0 0 0 0
Eosinofilos (%) 0.6 +£1.03 0.33+0.8 0 06+1.0
0-2) (0.0-2.0) (0.0-2.0)
Basofilos (%) 0 0 0 0
Linfécitos (%) 84.4+6.5 80.33 +17.77 89 + 6.8 90.33+4.38
(74 — 90) (46 -94) (82 - 98) (86 -98)
Mondcitos (%) 06+10 0.33+0.8 0.33+0.8 0
0-2) (0.0-2.0) (0.0-2.0)
Proteinas (g/dL) 15.8 + 22.62 6.7+05 6.3+0.3 6.9+0.3
(6 - 62) (5.8 -7.4) (5.8 -6.8) (6.4 -7.4)

Os resultados foram expressos com Média £ E.P.M. One-way ANOVA seguido por Tukey. Valor
minimo e maximo; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média;
CHCM: concentracdo da hemoglobina corpuscular média. Os valores correspondem as analises

das medidas efetuadas em 24 animais.
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6 DISCUSSAO

As pesquisas e modelos toxicologicos utilizando ratos sdo uma tendéncia atual da
ciéncia moderna, visto que esses animais de laboratorio sdo altamente semelhantes aos
humanos em seus aspectos bioquimicos, fisioldgicos e patologicos (Sathiya, 2018).

A torta e farelo da mamona sdo uma possibilidade atrativa de alimentagdo animal,
reduzindo os custos com alimentacéo, e lixo organico gerado pela indUstria que coleta o
6leo de ricino. Porém, é necessario garantir que os métodos de destoxificacdo empregados
nesses compostos sejam seguros para a administracdo em animais, apesar dos fatores
antinutricionais e lectinas toxicas presentes (Andrade, 2019).

Neste trabalho foram realizados testes de toxicidade aguda e subcroénica,
englobando: testes comportamentais de screening hipocratico, peso ponderal, testes
bioquimicos para avaliacdo da funcédo renal, hepatica e exames hematoldgicos em ratos
Wistar fémeas e machos tratados com o farelo e a torta destoxificada da mamona.

Em ambos os modelos experimentais (agudo e subcrénico), ndo houve alteracbes
no peso dos animais, demonstrando ganho de peso gradual conforme ingestdo de agua e
racdo. Adewale e colaboradores (2016), afirmam que a reducdo de 10 % no peso original
indica um efeito adverso do tratamento nos animais.

Entretanto, o estudo de screening hipocratico aponta morte em 5,7 % dos animais
experimentados, sendo 04 fémeas do grupo subcrénico com o farelo da mamona (01
animal do grupo 5mg/kg, 02 animais do grupo 50 mg/kg e 01 animal do grupo 300 mg/kg);
e 03 machos do grupo subcronico 300 mg/kg com o farelo da mamona. No tratamento
subcrdénico com a torta da mamona, houve morte de alguns animais, sedo eles 02 fémeas
no grupo 300 mg/kg, e 01 macho no grupo 300 mg/kg. Nota-se que a maior letalidade
ocorreu nos animais tratados com dose de 300 mg/kg/dia do tratamento subcronico (28
dias). E importante ressaltar que os animais que foram a 6bito, apresentaram manutencao

do mesmo peso por pelo menos 02 dias consecutivos
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antes da morte, sem ganhos, mesmo seguindo a mesma dieta e agua que todos do grupo.
Quaisquer alteragdes significativas na ingestao de alimentos e &gua, como a nao evolugéo
do peso, podem indicar o0 impacto negativo do tratamento nos animais (Attanayake, 2013).
Ainda no teste de screening hipocréatico, os animais que apresentaram piloere¢do ou
agitacdo, pertenciam aos grupos onde houve morte de animais.

O processo de gavagem pode implicar na administragcdo inadvertida da solugéo
nos pulmdes do animal, provocando broncoaspiragédo (USP, 2023). Tendo em vista o
nimero de animais utilizados (184), e que as alteracbes de comportamento se
manifestaram apenas em animais de grupos em que houve Obito, pode-se levantar a
hipo6tese de broncoaspiracdo durante a gavagem.

As enzimas aspartato e alanina aminotransferases (AST e ALT) sdo responsaveis
por catalisar a reparticdo do nitrogénio entre aminoacidos e oxoacidos correspondentes,
participando da glicogénese e do metabolismo proteico, sendo responsaveis pelo
diagndstico de doencas hepaticas. A presenca de alteracdes no figado aumenta os niveis
séricos dessas enzimas (Yaser et al., 2022).

Nos testes bioquimicos para avaliacdo da funcdo hepética, utilizaram-se como
valores de referéncia os niveis de AST (61-210 UI/L) e ALT (38-82 UI/L) para ratos, de
acordo com o método aplicado na anélise. Os animais fémeas e machos que utilizaram o
farelo da mamona, ndo apresentaram alteracGes significantes nesta enzima.

Verificou-se que nos testes de toxicidade aguda em machos e fémeas alimentados com
o farelo e a torta da mamona, ndo houve mortes, alteragfes significativas nos exames
hematoldgicos, nem sinais anormais das funcGes motora e sensoriais dos animais.

No entanto, foi observada elevacdo nos niveis de AST das fémeas do tratamento agudo
com a dose de 2000 mg/kg de farelo quando comparados ao controle e até mesmo com
relacdo aos animais dos tratamentos subcrénicos 5, 50 e 300 mg/kg, 0 mesmo ocorreu com
as fémeas tratadas com a torta, porém nessas 0s niveis de ALT também foram
aumentados. O que ndo foi observado nos animais machos, onde nenhuma alteracao

significativa foi observada quando comparados aos controles.
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Ja nos resultados de ureia e creatinina, nas fémeas foi observada reducéo dos niveis
em todos as doses no tratamento subcrénico com farelo de mamona e nos animais machos
ndo houve alteracOes significativas, assim como nos grupos tratados com a torta de
mamona de ambos 0s sexos.

Lima (2018) que avaliou os parametros bioquimicos de ratos machos e fémeas
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara aponta que 0s niveis
séricos de AST/TGO em machos foram: 104,35+ 12,8 (80 — 125) Ul/L e ALT/TGP: 54,95
+ 9,89 (40 - 80) UI/L e em fémeas: AST 109,10+13,07 (94,00-140,00); ALT
31,95+8,59 (18,00-53,00). Os animais utilizados nesse estudo sdo provenientes do
referido biotério e os valores estdo préximos e compativeis com os apresentados. Dessa
forma, apesar das variagdes identificadas, nenhum parametro da fase aguda ultrapassou
os valores de referéncia, portanto pode-se afirmar que ndo foram encontradas alteracdes
nas fungdes hepaticas dos ratos tratados com o farelo ou torta da mamona nos protocolos
utilizados neste estudo.

Ureia e Creatinina sdo produtos de residuos metabdlicos regulares eliminados por
via renal considerados a maneira mais simples de monitorar a funcéo renal (Marin-Garcia
etal., 2022).

A toxicocinética das glicoproteinas da ricina ainda néo foi elucidada, porém, sabe-
se que elas sdo pouco absorvidas pelo trato gastrintestinal, e quando absorvidas, seguem
uma distribuicdo semelhante a da albumina. Em sua biotransformacao e eliminacdo sao
frequentemente observados aumento da creatinina sérica e hematdria (Biearman, 2005).

Avaliando a funcdo renal através da dosagem dos niveis séricos de ureia e
creatinina das fémeas tratadas com o farelo da mamona, foi observado que houve reducéo
dos niveis de uréia em todas as doses testadas do tratamento subcrénico e reducdo da
creatinina apenas na dose de 5mg/kg. Estando todos os resultados obtidos dentro dos
valores de referéncia de normalidade preconizados pelo Biotério Central da UFC (ureia
=49,76+6,01 (39,00-58,0) e Creatinina = 0,47+0,15 (0,10-0,75)).

Nos machos, os tratamentos com o farelo e a torta da mamona néo apresentaram
alteracdes significativas em comparagao com o grupo controle e os resultados estdo dentro
dos valores de referéncia (Ureia = 53,15+11,77 (34-70) e Creatinina = 0,33+£0,15
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(0,15-0,85)). Portanto os resultados demonstraram que a torta e o farelo de mamona
destoxificados ndo apresentaram toxicidade renal nos protocolos de tratamento agudo e
subcronico utilizados neste estudo.

Além disso, foram analisados os parametros hematologicos dos ratos Wistar
machos tratados com farelo e torta da mamona. Os indices de hemécias no sangue ajudam
a elucidar a prevaléncia de anemias, bem como o hematdcrito e a hemoglobina, que esta
presente dentro das hemacias. O VCM indica o tamanho das hemécias, enquanto o CHCM
indica a quantidade de hemoglobina por hemacia (Katsumi, 2021).

Agudamente, as toxalbuminas da ricina causam hemaglutinacdo, lesdes
gastrointestinais graves, hemorragias retinianas, pulso rapido e fraco e possivel choque
devido a perda de fluidos e eletrélitos por vomitos e diarreia (Biearman, 2005).

Nos machos tratados com o farelo e torta da mamona, ao compararmos com
estudos de Lima (2018) e Biotério UFMS (2015) em ratos Wistar saudaveis, os valores,
respectivamente, de hemacias (9,51+0,58 e 7,10+1,75), hematocrito (55,60 + 3,07 e
40,09 £ 3,78), VCM (58,65 + 4,39 e 63,31 + 24,17) e CHCM (26,01 + 1,87 € 35,82 +

2,35) estdo compativeis com os encontrados em nosso estudo. Somente os valores de
hemoglobina apresentaram-se mais altos que os encontrados nos estudos citados (14,46
+1,13e 14,48 + 1,38). Todas as hemacias permaneceram normociticas e normocromicas.

As plaguetas encontraram-se aumentadas em namero gquando comparadas aos

estudos de Lima (2018) e UFS (2014): 1144,6+154 e 982,34 + 167,5, respectivamente,
no entanto, os ratos possuem quantidades de plaquetas e hemacias aumentadas
fisiologicamente, apresentando maior viscosidade e rapida coagulacdo, o que justifica a
presenca de agregados plaquetarios e plaquetas gigantes em algumas amostras. Nao
houve alteracGes estatisticas significantes. A compara¢do com outros estudos pode variar
e apresentar discrepancias, pois 0 ambiente, substratos, métodos, aparelhos, reagentes e
condig@es fisiologicas interferem particularmente em cada estudo (Duncan e Prasse,

1982).

Os globulos brancos por sua vez, fazem parte do sistema e defesa do organismo.

Dessa maneira, a contagem total de leucdcitos fornece informacgdes sobre possiveis
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patologias encontradas. Nos ratos machos tratados com o farelo e a torta da mamona, 0s
niveis de leucaocitos, neutrofilos, linfocitos e proteinas encontraram-se dentro dos valores
de referéncia, considerados normais. A quantidade de eosindfilos encontradas nas
amostras foi abaixo dos pardmetros normais, porem sem significado clinico.

Em todas as doses do tratamento subcronico com o farelo da mamona em machos,
foi identificada a presenca de neutrofilos hipersegmentados em pelo menos 01 amostra de
cada fase. Esse mesmo achado foi encontrado no grupo controle. A presenca de
neutréfilos hiperseguimentados nesses casos ndo estava associada a leucocitose, ou seja,
ndo indica aumento na producdo de corticoides endogenos, ndo evidenciando estresse
crénico. Todavia, esses achados isolados podem evidenciar anemia por deficiéncia de
vitamina B12. (Silva, 2016). Entretanto, ndo ha evidéncias de anemias quando avaliado o
hemograma dos animais, ja discutido acima. Portanto entende-se que esses achados ndo

apresentam relevancia.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foi possivel concluir que tanto o farelo como a torta da mamona
destoxificada ndo apresentaram toxicidade aguda e subcrénica em ratos Wistar fémeas e
machos, nos testes e exames realizados. No entanto, como houve 6bitos durante os
experimentos, sdo necessarias investigacdes histopatoldgicas dos 6rgdos dos animais,
conforme descrevem os protocolos da OECD. Além disso, exames hematoldgicos em

fémeas também sdo necessarios para elucidar totalmente o estudo.
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