)

——

UFBA

UNIVERSIDADE NOVA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL NOS
TROPICOS

MESTRADO

INTOXICACAO EXPERIMENTAL POR RESIDUO DE MANDIOCA
(Manihot esculenta Crantz) (MANIPUEIRA) EM OVINOS

VALDIR CARNEIRO SILVA
Médico Veterinario

SALVADOR - BA
MAIO - 2016



VALDIR CARNEIRO SILVA

INTOXICACAO EXPERIMENTAL POR RESIDUO DE
MANDIOCA (Manihot esculent&€rantz)(MANIPUEIRA) EM
OVINOS

Dissertacdo de mestrado apresentada
ao Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncia Animal nos Troépicos, da
Universidade Federal da Bahia, como
requisito parcial para obtengcdo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal
nos Trépicos.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Miguel Ocampos Pedroso

SALVADOR - BA
MAIO 2016



FICHA CATALOGRAFICA

55861

Silva, Valdir Carneiro.

Intoxicagdo experimential por residuo de mandioca
( Mandhot escalémia Crantz) (manipuerira) em ovinos /
Valdir Carneiro Silva,_ Salvador, BA, 2016,

TS5 L il

Orentador: Pedro Miguel Ocampos Pedroso.

Dissertacdo (Mestrado) - Ezeola de Medicing
Veterindria & Zootzenia, Universidade Federal da Bahia,
20146,

LOvino = Toxicologia wveterindna.  Z.0Owinog =
Toxicologia  experimental. j.igua residudria = =
Manipueira. 1.Universidade Federal da Bahia, Escola
de Medicing Veteringria . [L Titulo,

CDD: 63608939




VALDIR CARNEIRO SILVA

INTOXICACAO EXPERIMENTAL POR RESIDUO DE MANDIOCA
(Manihot esculenta Crantz) (MANIPUEIRA) EM OVINOS

Dissertacao defendida e aprovada pela Comissaoiaxdana em 25 de maio de 2016

Dissertagio defendida e aprovada para obtengao do grau de
Mestre em Ciéncia Animal nos Trépicos

Salvador, 25 de maio de 2016

Comissio examinadora:

C

/“%‘/&M(w V] prass »//a« o,
Dr. Alexandré Moraes Pinheéiro
FRB

Nomelv K e
/6r. Joselito Nunes Costa
UFRB

(?golfv\.cwot’b PW/%V\ QC\N’CL(\,/\CW('K?
Dr. Fernando Pesson Casagrande
.. MEVZ/UFBA

. "f\%‘“’f‘ - = A/(@” (;z, 5
Dr. Pedro Miguel Ocampo
UnB
Orientador

e e




“Um pouco de ciéncia
nos afasta de Deus e
muito nos aproxima”
(Pasteur)

Este trabalho € dedicado aos mestres e
amigos de toda familia do Setor de
Patologia Veterinaria da UFRB.



Vi

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus e coloco tudo gqusoel e tenho em suas
maos. Minha gratiddo ao Prof. Dr. Pedro Miguel OgasnPedroso pela amizade,
dedicacdo e principalmente pela confianca e opldde de trabalhar sob sua
orientacdo, compartiihando comigo suas experiénciaspartindo seus
conhecimentos, contribuindo desta forma para queusuasse as ferramentas com
as quais poderei abrir novos horizontes. A toddpeqde estagiarios, técnicos e
servidores do Setor de Patologia Veterinaria davérsidade Federal do Reconcavo
da Bahia. A Mariltcia pela paciéncia e amizademigha segunda irma em Cruz

das Almas, Suélen, obrigado pelos conselhos e agslaorrecdes.

A familia;

Aos meus queridos pais: Edgar, homem honesto,davi@da roca e do qual
tenho muito orgulho; & minha mée Dilva, dona de@asorosa. De vocés recebi o
dom mais precioso do universo: a vida. Por isssojé eternamente grato. Minhas
irmas Edilma, Kelley e Silvia, vocés sdo mais de qimples ajudantes, este
trabalho também é de vocés, e a Camila minha mpigagsempre esteve do meu lado
nas horas tristes e alegres em altas horas da eoitgue me encontrava escrevendo
e vocé me mandando descansar; vocé ja faz pase dssada, para sempre. Foi por

isso tudo e por vocés que foi possivel eu chegaaiii.



Vil

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Degradacao da Linamarina...............ueuieeeeeeeiiiiiisssseeeeeeeeeeeeesenenennns 23

Figura 2. (A) Exemplares dilanihot esculenta(B) Tubérculos dé. esculenta
(C) Massa de mandioca armazenada em sacos dedotira,os quadros de prensa e
posterior prensagem desta massa ralada. (D) Marapumuido rico em &cido
cianidrico (HCN), resultante da massa ralada deesadeM. esculentaCrantz,
variedade “brava” utilizada no experimento armadanam recipiente de plastico
= 0 1=7 1 (0T PSP 27

Figura 3. Avaliagcdo quantitativa pelo método de reacdo abdonamina T e
isonicotinato 1,3 dimetilbarbiturato com determimgspectofométrica a 605nm da
perda de toxidez em amostras de manipeuira a ¢dda.2.............ccceeevvvvvvnnnnnnnnn. 30

Figura 4. Teste do papel pricrosédico utilizando manipuegeem-coletada na
casa de farinha. Observe o frasco direito com papelvermelha apresentando
reacdo positiva para presenca de acido cianiditt©N] apdés 5 minutos de
exposicao. Na esquerda frasCo CONLIOIe. ....cooceeeeeiiiiiiee e 31

Figura 5. Ovino 1 no dia 1 apresentando sialorreia intensarinas dilatadas e
midriase quinze minutos apés receber a dose den@,8®@ acido cianidrico (HCN)
S0 T oL IR Y o 33

Figura 6. Ovino 1 no dia 1 apresentando marcada dificuldadpiratoria, com
abertura do quadrilatero de sustentacdo, dezess®itos apos receber a dose de
0,99MgHCN/KQ d€ PESO VIVO......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeas e e e e e 33



LISTA DE TABELAS

Pagina

Tabela 1 Composigcado quimica da ManipPUEIra....... .. «eeeeeeeresennnmemmmmmeeeeeeena b 1

Tabela 2 Reacdes do papel picrosédico utilizando mamigue.......................... 31

Tabela 3 Relacdo das doses em mg/kg de peso vivo de éedidrico HCN em
cada animal nos dois dias de experimento...ccccceeee oo oo 34

Tabela 4 Experimento em ovinos com residuoManihot esculentdmanipueira)
durante dois dias, com diferentes concentracé@side cianidrico
([0 ) ) I o T 1 1 35

Tabela 5 Alteracdo dos parametros fisiologicos de ovinogxitados por
manipueira antes e depois da administracéo no pardia de
L2301 1 T=T 01 (o 36

Tabela 6 Alteracdo dos parametros fisioldégicos de ovinosxitdos por
manipueira antes e depois da administragao no degiia de
[ (01T 114 T=T o1 o TP 36

Vil



LISTA DE ABREVEATURAS

HCN — acido cianidrico
IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica
MetHb - methemoglobina

PV- peso vivo

SUMARIO



Intoxicacdo por residuo de mandiocaNlaninot esculenta Crantz ) (manipueira) em
ovino.

Pagina
INTRODUGAQO GERAL ......oovvteececeeeeeeeeeeeeeeeeee e en s s s s en s s ennanas e, 13
(0] =30 = 1Y/ @ TR 15
JUSTIFICATIVA ..ottt eaeaes st 16
1.OMANDIOCULTURA. ...ttt eeesee e ananane s s s e 15
2.0TOXICIDADE DA MANDIOCA.........cocuoueueieieieseeeeeeeeeeeeeeteee et enenanaees 17
2.1 INTOXICAGAO POR PLANTAS CIANOGENICAS........ cooooveveveeeeeeeeeeeeeeeeen, 18
2.2 MECANISMO DE ACAO DO HCN......oviuiiiicieeieietceeeeeeee e 20
2.3 SINAIS CLINICOS........ooeeeeeeeeeeeeeeeeee oot et neneen s enn s 21
2.4 LINAMARINA E LOTAUSTRALINA. .....cociiiies cteieieteieeeieteeeeeeeecs s 23
2.5 DOSES TOXICAS DE CIANETO......cocuiuiuieiemeeececeeeeeeeeeeee ettt evnanneeas 24
2.6 TRATAMENTO .......oiieeeceeieeeeete ettt e s e en s s s s 25
3.0 MATERIAL E METODOS .......ovviiieieieteeemeee ettt vananen s 26
3.1 IDENTIFICAGAO BOTANICA. ......ocuiuieeeeeecceeeeeceeeee e enananannas 26
3.2 PREPARACAO DA AMOSTRA.......coouiuiuieietomeeceeeeeeeeeeees sttt anananasas 26
3.3 QUANTIFICACAO DO CIANETO......coouiueueuieeeeeeesteieieieee e eeeeeseeese s seeeesanans 28
3.4 TESTE DO PAPEL PICROSODICO........c.ciueuitmeeeeceeeeeeeeee oo 29
3.5 EXPERIMENTO COM OVINOS........coouiuiueiieetemeeeeeeieeeeeee e eseneeanes 29
4.0 RESULTADOS. ......coouiuitiuieeeieeeeeeeememms ettt e ettt seseses s s essnasaesssesesesasasasesesenes 30
4.1 TESTE DO PAPEL PICROSODICO..........c.coeitiemeeeeieeeieieeteeeeseeiees s eesaeans 31
4.2 EXPERIMENTO COM OVINOS ..o s e s ananaes 32
5.0 DISCUSSAO E CONCLUSOES.........ocooieuieeieee ettt 37
AGRADECIMENTOS. ..ottt teem ettt ettt senanas e 41

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ocooiiiietiieeeeeteeee et snenna, 42



11

Intoxicacao por residuo de mandiocaNlaninot esculenta Crantz) (manipueira) em
ovino

RESUMO
O &cido cianidrico é considerado uma das substnwds toxicas que se conhece. Dentre as
plantas téxicas cianogénicas destaca-se a mandidemihot esculentaCrant). Na
industrializacdo da mandioca para a producdo dehfare extracdo de fécula sdo gerados
coprodutos solidos e liquidos. O residuo liquide gscorre das raizes da mandioca
previamente ralada é comumente chamado de “marg3u€l objetivo do presente trabalho
foi determinar a dose téxica e caracterizar oscjpais aspectos clinicos da intoxicacdo por
manipueira em ovinos. Seis ovinos receberam difesatoses de manipueira. No primeiro dia
a manipueira continha 0,007 mg/mL de &cido ciaoddi(HCN) e os animais receberam
respectivamente doses de 0,99 mg/kg, 0,75 mg/K@, tg/kg, 0,63 mg/kg e 0,5 mg/kg e o
controle 0,0 mg/kg de HCN. Apds 24 horas de destala mesma manipueira usada no
primeiro dia colocada em bacia plastica abertarbsm, as mensuracdes foram de 0,003
mg/mL de HCN e as concentracbes administradasqaata animal foram 0,46 mg/kg, 0,34
mg/kg, 0,31 mg/kg, 0,28 mg/kg, 0,23 mg/kg e o adeti0,0 mg/kg de HCN. Foi realizada
avaliacdo quantitativa de cianeto em teste do pgaipedsddico nos periodos 0, 24 e 48 horas
ap6s obtencdo da amostra e descanso da mesma ipiantecde plastico na sombra. Os
ovinos que receberam doses de 0,99 mg/kg, 0,75 gn@KO0,70 mg/kg de HCN
respectivamente, desenvolveram sinais clinicoa@i@dardia, taquipneia, midriase, sialorreia,
narinas dilatadas, incoordenacdo motora, tremoussutares, atonia ruminal e timpanismo. Os
ovinos que receberam, 0,63 mg/kg e 0,50 mg/kgsaptaram taquicardia, taquipneia, discreta
salivacdo, tremores musculares e dilatacdo dasasariA analise quantitativa dos teores de
cianeto total da manipueira atingiu metade da aurmgio de HCN apds 24 horas de
descanso, de 0,007 mg/mL para 0,003 mg/mL e 4@dworas foi de 0,001 mg/mL . No
segundo dia de experimento somente dois ovinos dmses de 0,43 mg/kg e 0,34 mg/kg
apresentaram sinais clinicos de taquicardia epagia e tremores musculares. No teste do
papel picrosddico, observou-se reacdo positivataada para presenca de HCN 5 minutos
apo6s exposicdo na hora 0, reacdo positiva modelgoiais de 11 minutos na hora 24 e sem
reacdo as 48 horas. Manipueira subprodutdesculentecausa intoxicacdo em ovino com

dose a partir de 0,34 mg/kg de HCN por peso viGanihutos apds a administracao.
Palavras chave:Acido cianidrico, Mandioca, Nordeste, Ruminante

Experimental poisoning by cassava the by-productfdManihot esculenta Crantz
(manipueira) in sheep
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ABSTRACT

The cyanide acid is considered one of the most kntawic substances. Among the
cyanogenic toxic plants cassava stands ddan{hot esculentaCrantz). In the
industrialization of cassava for the production ffur and starch extraction are
generated solid and liquid coproducts. The liquigste that runs off the previously
shredded cassava root is commonly called "manigtieiihe objective of this study was
to determine the toxic dose and characterize the eieical aspects of poisoning by
manipueira in sheep. Six sheep received differeses of manipueira. On the first day
manipueira contained 0.007 mg / ml of HCN and thienals received respectively the
doses of 0.99 mg / kg, 0.75 mg / kg, 0.70 mg /k§3 mg / kg and 0.5 mg / kg and the
control received 0.0 mg / kg HCN. After 24 hoursredt the same manipueira used on
the first day and placed in plastic bowl openedh@ shade in the measurements of
0.003 mg / ml and the concentrations of HCN forheagimal were administered 0.46
mg / kg, 0.34 mg / kg, 0.31 mg/ kg, 0.28 mg /@3 mg / kg and control 0.0 mg / kg
HCN. The quantitative cyanide evaluation was penft in picrosodic paper test
during the periods 0, 24 and 48 hours after oltginhe sample and rest in the same
plastic container in the shade. Sheep that hawvest doses of 0.99 mg / kg, 0.75 mg /
kg and 0.70 mg / kg HCN respectively developed icdih signs of tachycardia,
tachypnea, mydriasis, hypersalivation and flarestnils, motor incoordination, muscle
tremors, ruminal atony and bloat. In the test @odic paperwas observed accentuated
positive reaction for the presence of HCN 5 minwatisr exposure at time 0, moderate
positive reaction after 11 minutes at the time 24 ao reaction to 48 hours. Manipueira
the byproduct of M. esculenta cause poisoning gephwith doses from 0.34 mg / kg
HCN by live weight, 10 minutes after administration

Keywords: Cyanide acid, Cassava, Northeast, Ruminant
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INTRODUCAO GERAL

O grau de toxicidade da mandioca tem sido objetmdiéas discussdes por ser
um fator que limita sua utilizacdo na alimentacéména e animal, destacando-a entre
as plantas cinogénicas mais toxicas (PENTEADO eRES), 2001; CEREDA, 2001).
Sédo consideradas plantas cianogénicas aquelasogtenc glicosideos cianogénicos,
gque ao serem hidrolisados liberam cianeto, o aadmidrico (HCN). Este é
considerado como uma das substancias mais toxioas s tem conhecimento
(TOKARNIA et al.2012).

Na industrializacdo da mandioca para a producdardea e extracédo de fécula
sdo gerados residuos solidos e liquidos. O resiguiolo que apresenta aspecto leitoso
e coloracdo amarelo claro que escorre das raizesaddioca previamente raladas é
comumente chamado de “manipueira” ou “agua de maatlie normalmente é
produzido na proporgéo de 3,68m3 por tonelada depracessada (MAGALHAES,
1998; CEREDA, 2001).

Segundo Ponte (2006) a manipueira pode funciormabgnseticida, nematicida,
acaricida, fungicida, bactericida, herbicida e coanubo. Sua toxicidade se deve a
presenca do HCN. Os glicosideos acumulados na owndido a linamarina, que
representa 95% do conteludo total de compostos géaimns e a lotaustralina, que
representa 5% deste total (MONTAGNAE al., 2009). Durante o processamento da
mandioca para fabricacdo de farinha, ocorre hskoénzimatica da linamarina, que
promove a liberacdo de HCN (BOURDOU al., 1982; CAGNONet al., 2002).
Consideravel parte do cianeto gerado no proceshiliza-se na manipueira ou
volatiliza-se (IKEDIOBIet al.,1993).

A manipueira tem sido utilizada na producédo aniomho um bom substrato
protéico, sendo a mesma colocada em repouso elig abertos e a sombra durante 15
dias. E bem aceita pelos animais e apresenta aaiidade Almeidat al. (2009) e
s6 causa intoxicacdo quando os animais consomessiduo de forma acidental, antes
de trés dias de repouso (RIET-CORRE&Aal.,2011).

Segundo Cereda (1994) a preocupac¢ao com o resiguipueira com relacao ao
HCN é bastante significativa, também na poluicadianmal, j& que a producdo da
farinha de mandioca gera entre 267 e 419 litrosedessiduo para cada tonelada de raiz

processada, residuo este que acaba infiltrandoloeescontaminando lencgois freaticos
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e aquiferos. Em trabalho de Fioretto (2001), unmeeltmla de raizes de mandioca
processada por dia, por uma fabrica de féculayabpa poluicdo causada por 200 -300
habitantes dia, ja a mesma quantidade de raizesgzadas em casas de farinha
pequenas corresponde a um equivalente populaderid0 - 250 habitantes dia.

A investigacdo referente a intoxicacdo por “manig@iesurgiu a partir de um
levantamento das principais plantas toxicas quenatam animais de produgcdo na
regido do Recdncavo da Bahia, Nordeste do Bratile setembro de 2011 e setembro
de 2013 (PINHEIROet al, 2013). Nesse levantamento a principal intoxioaca
mencionada pelos produtores foi pelo residuMdesculentaCrantz, sendo 34 no total
de 67 relatos de intoxicac&o por plantas, queldseovada em bovinos, suinos, asininos,
ovinos e galinhas.

A manipueira normalmente fica armazenada em |latesprotegidos proximos
as casas de farinha, e a maioria dos casos decagér ocorreu de forma acidental,
devido ao descarte incorreto da manipueira em etasatjue conectavam o interior da
casa de farinha ao lado externo, sem um local tcorpara descarte, ficando
desprotegida e sem isolamento da area, permitindoog animais tivessem acesso a
este material e pudessem se intoxicar. A partisefeslados o objetivo do presente
trabalho foi de determinar a dose téxica e caraeteos principais aspectos clinicos da

intoxicagdo por manipueira em ovinos.
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OBJETIVOS

- Determinar o quadro clinico da intoxicacdo emnosi por manipueira, residuo de
mandioca lflanihot esculent&rantz);

- Estimar a dose toxica para a espécie ovina;

- Quantificar os niveis de acido cianidrico da edade deManihot esculentaCrantz
utilizada.

- Verificar a eficacia do tratamento com Tiossulfde sédio a 20% na dosagem de 0,5
mL/kg de peso vivo na intoxicagdo por HCN em ovinos
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JUSTIFICATIVA

A investigacdo referente a intoxicacdo por “mani@iesurgiu a partir de
resultados obtidos de um levantamento das prirgiplaintas toxicas para animais de
producao na regido do Recdncavo da Bahia, Nordiestrasil. Do estudo realizado,
foram entrevistadas 120 pessoas, sendo relatadoas6g de intoxicacdes por plantas.
Destes, 34 (50,74%) dos entrevistados mencionaramtodicacdo por residuo de
Manihot esculent&rantz, conhecido como “manipueira”’. O levantamdoioealizado
na zona rural de 28 municipios dos 33 que compdesgido do Recdncavo da Bahia.
As visitas foram realizadas no periodo de seterdbr®011 a setembro de 2013. Dados
referentes a epidemiologia e sinais clinicos foeaiquiridos por produtores rurais e
técnicos da area. Adicionalmente, nas casas dehfarida regido foram coletadas

informacdes referentes ao processamento da fagidleasubproduto produzido.

1.0 MANDIOCULTURA
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O Brasil é o segundo maior produtor de mandiocspamrsavel por 12% da
producdo mundial. Em 2010 a area plantada no péaigpassou 1,7 milhdes de
hectares, com producéo aproximada de 24,83 miédesneladas e rendimento médio
de 13,9 toneladas por hectare, sendo os princgsedos produtores: Para, Parana,
Bahia, Rio Grande do Sul e Maranhédo Instituto Beasi de Geografia e Estatistica
(IBGE) 2011. Tradicionalmente, a producdo de maaiala regido Nordeste €
orientada para a producéo de farinha, a qual Zaeal em industrias de processamento
denominadas “casas de farinha” (CARDOSO e SOUZA91.9

O estado da Bahia € considerado o terceiro maiodupor nacional de
mandioca. A producéo foi de 3,4 milhdes de tonaatiaraizes em 2011, apresentando
produtividade média anual de 12,7 toneladas pdare¢@ BGE, 2011).

2.0 TOXICIDADE DA MANDIOCA

O grau de toxicidade da mandioca tem sido objetmditas discussdes por ser
um fator que limita seu uso pelo homem e pelos aisinlsso ocorre devido a acédo dos
glicosideos cianogénicos, sendo que a ingestaedouada dos produtos e subprodutos
ou mesmo inalacdo de HCN sdo perigosos a saudegngodlevar a morte
(CARVALHO, 1987; TELES 1987; PENTEADO e FLORES, 200A Tabela 1 ilustra
a composicao quimica média da manipueira.

Tabela. 1Composicao quimica da manipueira.

Componente Quantidade (ppm)
Nitrogé&nio 4255
Fésforo 2595
Potassio 1853,5
Calcio 2275
Magnésio 405,0
Enxofre 195
Ferro 15,3
Zinco 4,2
Cobre 1.5
Manganés 3.7
Boro 5,0
Cianeto livre 42 5
Cianeto total 604,077

(*) 55 mgL™", em média.

Adaptado de Pont@0@).
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Os subprodutos da mandioca sdo as partes cong#uda prépria planta,
gerados em func¢ao do processo tecnoldgico adoEdaoconsiderados residuos a casca,
farelo e manipueira, este Ultimo o residuo liquid® maior impacto ambiental.
(CEREDA, 2001).

A manipueira tem alta capacidade poluente devigoeaenca de carboidratos,
acucares soluveis, matérias graxas e mucopolisdaoar além do &cido cianidrico
altamente toxico, proveniente da hidrélise dosoglideos cianogénicos presentes na
mandioca (POTENCIANO, 2012).

Na maioria dos processamentos da mandioca, a nemr@pgerada tem como
destino final os corregos e ribeirdes ocasionadlims prejuizos, principalmente para
os criadores de gado, causando a morte do mesnmRHUAE, 2001). Consta-se que
essa manipueira quando descansada por 24 horashéasos teores de HCN caem pela
metade, diminuindo assim riscos de intoxicagédo Peloimais. (TOKARNIAet al,
2012).

O acido cianidrico formado a partir da clivagem dbsosideos cianogénicos
tem sido constatado em plantas de muitas familRgsaceae, Leguminoseae,
Gramineae, Araceae, Passifloraceae e Euforbicemep@stos cianogénicos também
sdo encontrados em cogumelos, e bactérias (CEREB®RETTO, 1981; VETTER,
2000; RADOSTITSet al.,2000; TOKARNIAEet al.,2012).

Barana (2000) avaliou diferentes tipos de mandipeaproduzem a manipueira
e constatou variacdo na quantidade de cianetoreese liquido (79,2 mg/L a 141,4
mg/L). Fernandes (1995), obteve uma concentracd@0dmg/L' e Barana e Cereda,
(2000) observou um teor de cianeto de aproximadan®8# mg/L}, o que demonstra

sua alta toxicidade e a importancia de mais estrelasionados a manipueira.

2.1 INTOXICACAO POR PLANTAS CIANOGENICAS

Dentre as plantas toxicas descritas no Brasilisgamgénicas se destacam devido
a rapida mortalidade dos animais intoxicados. S&arttas até 0 momento 11 espécies
de interesse pecuarioMénihot glaziovii, Manihot piauhyensis, Cnidoscolus
phyllacanthus, Sorghum halepense, Sorghum sudanehsdocalyx glaziovii,
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Piptadenia macrocarpa, Piptadenia viridiflora, Prus sellowii, Prunus sphaerocarpa,
Passiflora foetida (TOKARNIA et al.,2012).

A intoxicagdo ocorre quando 0s animais consomenfaatg geralmente nos
periodos de seca ou nos locais onde a planta é@aiien Santos (2009) sugere que
apos ingestdo da manipueira por animais, descditadmente em locais inadequados
como coérregos ou ribeires, ha possibilidade dosmme apresentarem sinais de
intoxicacao por HCN.

Experimentos realizados por Canedfaal., (1968) comManihot glazioviiem
bovinos conseguiram reproduzir a intoxicagdo coseda partir de 2,5g/kg/peso vivo
de folhas de mandioca. Por outro lado Tokaetial.,(1999) e Amorinet al.,(2004) sé
conseguiram reproduzir a intoxicagdo em bovinos fmhas deVl. glaziovii a partir de
5g/kg/pesolvivo. Amorimet al., (2003) desenvolveram a intoxicacdo cianidrica em
caprinos com folhas dd. glazioviia partir de 6,7 g/kg/peso vivo.

A P. macrocarpacoletada no municipio de Patos causou intoxicagiidHCN
na dose de 10g/ kg/peso vivo, utilizando folhasamas (MEDEIROSet al., 2005).
Piptadenia viridiflora (Kunth.) Benth. da familia Leguminosae-Mimosoideae
conhecida popularmente como espinheiro e suruceicu sido responsabilizada por
surtos de intoxicagdo por HCN na Bahia. Tokareiaal., (1999) reproduziram a
intoxicagdo com as folhas frescas e murchaB.deridiflora com doses a partir de 5 e
4,43g/kg/peso vivo respectivamente.

Prunus sellowiiSw, pertencente a familia Rosaceae, conhecidalgrapente
como “pessegueiro-bravo” também é uma planta cimog encontrada na regiao
Sudeste e Sul do Brasil, sendo sua intoxicacaoralatiiagnosticada em caprinos e
bovinos no estado de Séao Paulo (SAAD e CAMARGO/1%AVA et al.,1992).
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2.2 MECANISMO DE ACAO DO HCN

Os glicosideos sao metabdlitos secundarios dasapldiitotoxinas com funcao
de defesa contra herbivoros (VETTER, 2000; RADOSTAt al.,, 2002). Séao
substancias estaveis e indcuas, que s6 se tornagogas ao sofrerem desdobramento
(hidrélise) na presenca de enzimas especificas ARNA et al.,2012).

A linamarina e lotaustralina s&o glicosideos ci@&mogps encontrados na
mandioca, mais precisamente, no vacuolo celulaan@u ocorre a lise dos tecidos os
vacuolos celulares sao rompidos, liberando os gjlims que entram em contato com a
enzima linamarase que cliva a linamarina e lotalisee formando o HCN livre
(TOKARNIA et al.,2012).

O cianeto blogueia a cadeia respiratoria inibindenaima citocromo-oxidase,
interrompendo a producédo de ATP nas mitocondriapedindo a respiracao celular

(BALLANTYNE, 1987; CAMARA et al, 2014), pois o ferro trivalente (3'é) oriundo
dessa enzima se liga rapidamente ao ion férrictitdearomo-oxidase, impedindo que
retorne ao estado ferroso. Esse mecanismo blocqoeia a cadeia respiratoria,
acarretando a morte por hipéxia (VETTER, 2000).

Os sintomas iniciam-se poucas horas ap0s a ingestdclui nausea, vomito,
dispneia, ocasionalmente levando a morte (LOPE®])2MWNas entrevistas realizadas a
campo, foi obtida a informacao pelos produtores guemum pessoas que trabalham
nas casas de farinha da regido sentirem fortes dlerecabeca durante o manuseio da
massa triturada.

Embora na maioria das vezes os animais sejam eadostmortos, pela rapidez
com que ocorre a intoxicacdo com o cianeto, emnalgiasos ha possibilidade de
realizar tratamento especifico, com recuperacadiatee O tratamento € feito com uma
solucdo aquosa de tiossulfato de sédio a 20% regdosde 50 mL por 100 kg de peso
vivo por via endovenosa, 0 mesmo funciona comalatdj e sua meia vida é de 39
minutos, (BURROWS, 1981; KENT, 2014).
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O mecanismo de acao por HCN pode sofrer variagéggal aos valores de pH,
do meio, pois se estiverem desajustados a reacdetdxificacdo serd mais lenta. Se os
valores do pH estiverem abaixo de 3,5 o procesttogueado. (CEREDA, 2003;
TOKARNIA et al.,2012).

Esse processo pode ser observado no estbmago aagdstricos, que tem o
pH acido, sendo inadequado para hidrélise de commgasanogénicos, 0 que permite
que o HCN liberado seja convertido em tiocianateliminado pela urina. Porém
quando a quantidade de HCN no organismo se exasgengecanismo fisioldgico nao
consegue impedir a intoxicacdo. J& nos ruminarstes ndo acontece devido ao pH
basico no estdbmago destes animais (MENDEZ e SCHII®3; CEREDA, 2003;
TOKARNIA et al.,2012).

Segundo Nambisan (1994) a atividade da enzima anase € aumentada em pH
entre 5,5-6,0. Essa enzima possui natureza e adiidignificativas em tecidos vegetais
de plantas cianogénicas, pois influenciam o grau hatfrdlise dos glicosideos
cianogénicos durante o processamento, como por@aeaia mandioca, influenciando
nos niveis finais de glicosideo&ssim sendo, pode-se observar que valores de pH

acidos ou proximos de uma faixa &cida contribuera paianogénese da linamarina.

2.3 SINAIS CLINICOS

As manifestacdes da intoxicagdo aguda por HCN s@o, maior parte,
inespecificas (VOGElet al., 1981). Os animais apresentam inicio dos sinaiscoln
em 10 - 15 minutos ap0s a ingestdo do materiat®oia morte sobrevém de poucos
minutos a uma hora apos o inicio dos sinais (RADIDSEt al., 2002; YOUSSEF e
MAXIE, 2004). A incapacidade de degluticdo é qussepre um dos primeiros sinais
da intoxicacdo cianidrica (TOKARNIAet al.,, 1999). A angustia respiratéria é
manifestada por dispneia, polipneia e cianose. t&y&b, tremores musculares,
gemidos, timpanismo, sialorreia, andar cambaleadée/ibito lateral, opistotono e
nistagmo sdo comumente relatados (AMORMI.,2005; TOKARNIAet al.,2012).

Relato de um surto de intoxicacdo em 20 bovinosupoa planta cianogénica

(Sorhgum halepense)o Rio Grande do Norte, 0s sinais clinicos apteses pelos
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animais foram; agitacdo, cambaleio, depressao,otesnmusculares, timpanismo,

dispneia, salivagdo espumosa com ofegancia, tagjaipmcoordena¢do motora com

andar cambaleante, dos quais dois animais apresensinais mais graves; deitavam-

se e levantavam-se constantemente evoluindo pasanuancada depressado, decubito
lateral e morte em um periodo de aproximadamehi@&s apds a ingestdo. Os demais
bovinos se recuperaram. (NOBRE®@#al, 2006)

Em experimento realizado com 23 caprinos, com #sasode Cnidoscolus
phyllacanthusem diferentes tratamentos, mostraram sinais oknide taquicardia,
taquipneia, dispneia, nistagmo, opistétono e deésubsterno abdominal seguido de
decubito lateral. Ocorreu a morte de alguns capriB0 minutos apdés o comeco dos
sinais na dose de folhas frescas de 4,7 g/kg devpes por animal (OLIVEIRAet al,
2008).

Amorim et al. (2005) em experimentacdo com caprinos, administralates
Unicas de até 12g/kg de peso vivo por animal, usdothas frescas, murchas e
dessecadas déanihot glazioviiMuell. Arg, por via oral, relatam que os sinaisidos
foram caracterizados inicialmente por dificuldagedegluticdo e por dispneia, seguido
de mucosas cianéticas, erecdo das orelhas, incwwd@le tremores musculares,
nistagmo, e tremor de cabeca e das palpebras,dssgdé queda e permanéncia em
decubito lateral com movimentos de pedalagem adapis. No entanto ndo ha relatos
na literatura de valores de HCN em intoxicacaorpanipueira em ovinos.

Na necropsia ndo se encontram lesdes caractesistibadencia-se a cor
vermelho-brilhante do sangue, que apresenta diicld para coagular, escurecimento
da musculatura, e observa-se congestdo pulmonaal echepatica. Se tratando de
planta cianogénica as folhas mastigadas podennseniadas na parte cranio-ventral
do rumen. Ja os exames histologicos ndo revelaragdies significativas (GAVAt
al., 1992).
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2.4 LINAMARINA E LOTAUSTRALINA

A linamarina foi isolada em 1906 lhe sendo atriaugdresponsabilidade pela
toxicidade da mandioca. Em 1965 foi evidenciado quenaioria das plantas que
continham linamarina apresentavam também a maairarina ou lotaustralina. Em
1968, constatou-se que a linamarina e lotaustratmstituiam o material cianogénico
da mandioca (CARVALHO e CARVALHO, 1979).

Depois da trituracdo ou maceracdo da mandioca imanmamarase cliva a
linamarina e a lotaustralina, e imediatamente éilteHCN (NOK e IKEDIOBI, 1990).
Ap6s a hidrdlise da linamarina ha a formacdo daakiditrila e glicose que é
decomposta espontaneamente pela acdo da hidribxiiaiée a cianeto e acetona.
Convenciona-se que a atividade da linamarase éio fimite na cianogénese (Figura
1).

Figura 1-Degradacéo da Linamarina.
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Adaptado de Oliveira (2010).

Ocorre variacao da atividade enzimatica nos difesetecidos da planta, sendo
as folhas e cascas as que possuem maior ativigastiEenente onde sdo encontradas as
maiores quantidades de glicosideos cianogénictss E&o sintetizados e armazenados
nos vacuolos foliares, e acredita-se que posteepi@atravessam a parede celular e se
deslocam até a raiz ( COCK 1985; WHEATLEN93 McMAHONet al.,1995).
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O pH também determina a atividade das enzimas. d@uanorre dilaceracao
dos tecidos vegetais das raizes de mandioca, eonrélecia do seu processamento, 0
glicosideo cianogénico linamarina presente é ctivawh glicose e acetonacianoidrina,
devido a acado catalisadora da enzima (linamar&iejpa segunda e ultima etapa da
cianogénese (processo de geracao de HCN), a acietooidrina € convertida em HCN
e acetona (CHISTEt al.,2007).

2.5 DOSES TOXICAS DE CIANETO

Estudos realizados por Oliveied al. (2013) determinaram a dose letal (DL) de
manipueira para seres humanos, na ordem de 1,1H@Gi¢ykg, comprovando a
associacado entre a exposicao cronica ao cianettiolagia de alguns distarbios do
sistema nervoso, tais como neuropatia ataxicacabpgkonzo e neuropatia retrobulbar
da anemia perniciosa (PANIGRAH al., 1992). Além das encefalopatias, também
produzem nefrotoxicidade e hepatotoxicidade comsentado em ratos apdés uma
exposicao prolongada ao cianeto de potassio. Osmazeapresentaram degeneracao
hidropica das células epiteliais dos tubulos rermaiglegeneracdo hidropica dos
hepatdcitos (SOUSALt al, 2002).

Oke (1968) cita que o limite adotado em seligesvé de 1 mg HCN/kg.
Esses limites estudados subsidiaram a classificdg8oaizes de mandioca em bravas
(acima de 100 mg de HCN/kg de raiz fresca sem raspansas (menos de 50 mg de
HCN/kg de raiz fresca sem casca) de acordo conaatigade de HCN encontrada na
raiz, que por seu teor de cianeto, atingisse agap#stsasse esse limite (CARVALHO,
1979; LOPES, 2001).

Segundo Lima (2001), doses com valores que vaoOda B50 ppm de acido
cianidrico, em raizes de mandioca fresca, sdoisnfigs para causar a morte em seres
humanos. Ja Tokarn& al (2000) cita que a dose téxica de HCN adotadazZalé mg
de HCN por kg/peso vivo por hora.

Amorim et al (2005) cita que as doses toxicasMieglaziovii para caprinos,
sdo de 5,3 a 12 g/kg peso vivo, as quais foram |leamtes as doses téxicas para
bovinos que séo, de 5 a 12 g/kg peso vivo.
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2.6 TRATAMENTO

Segundo Tokarnieet al. (2012) o tratamento rotineiro é feito através da
aplicagéo intravenosa de uma mistura de nitritediio e tiossulfato de sodio. A dose é
feita dissolvendo-se 5 g de nitrito de sodio e d&Bmas de tiossulfato de sédio em 200
mL de agua. A administracao é feita por via ventessgamente na dose de 40 mL por
100kg de peso vivo, repetindo-se se necessarimapgna vez, para evitar intoxicacao
por nitrito. O nitrito de sédio induz a formacé&o metemoglobina, que por sua vez se
combina com o HCN para formar a cianometemoglohimaa substancia atoxica. O
HCN ¢é liberado deste composto e fixado pelo tidasulpara formar o tiocianeto,
substancia menos toxica que € eliminada pela urina.

Otimos resultados tem sido obtidos em mawiintoxicados experimentalmente
usando-se apenas tiossulfato de sédio a 20 % pomtravenosa, poréem em doses
muito maiores (660mg/kg) podendo ser repetido (BDO®ORADOSTITS, 1989). Ja
Amorim et al. (2004) experimentalmente usando bovinos intoxisador plantas
cianogénicas tratou com solugéo de tiossulfatadesa 20% na dose de 50 mL/100kg
de peso vivo, por via intravenosa e 0s animaisassad experimento recuperam-se em

poucos minutos.
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3.0 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Estacdo Experimgraah o Controle das Intoxicagbes
por Plantas do Setor de Patologia Veterinaria daddsidade Federal do Recdncavo da
Bahia (SPV-UFRB). O presente Projeto de Pesquisapfovado pelo Comité de Etica

no Uso de Animais (CEUA) da UFRB com protocolo 2Z8003398/2012-21.

3.1 IDENTIFICACAO BOTANICA

Exemplares da principal mandioca cultivada nos woipids do Recdncavo da
Bahia foram encaminhados e identificados por un&rbodb comoManihot esculenta
Crantz (Fig. 2A). Uma amostra da planta foi idecdifla e registrada e depositada no
Herbério da Universidade Federal do Recdncavo titaBeiURB 8963).

3.2 PREPARACAO DA AMOSTRA

A amostra de manipueira foi obtida em uma casaat@hia localizada no
municipio de Cruz das Almas (120’ 12" S 39 06’ 07" O), regido do Recdncavo da
Bahia, Brasil. Nesta casa de farinha séo utilizadagariedades de “mandiocas bravas”
mais ricas em glicosideo, que séo utilizadas nactgfio de farinha, goma e polvilho,
apos a eliminagdo do glicosideo cianogénico poordeicalor. Realizou-se o0 seguinte
método de processamento: os tubérculosMdeesculentaCrantz (Fig. 2B) foram
lavados e descascados manualmente; em seguids,feste triturados em moinho,
movido por energia elétrica.

A massa pastosa obtida a partir dessa trituracécefo seguida, fortemente
prensada (Fig. 2C), utilizando-se de prensa de inlda@eionada manualmente; a massa
que ficava retida na prensa era de imediato eaffaedm um triturador elétrico e por
fim, levada ao forno para secagem; depois de $elca-se a farinha, um po6 branco,
granuloso e fino e de sabor peculiar. Durante asagem da massa pastosa, etapa
relatada anteriormente, fluia uma suspensédo agimdanalidade bege ou amarelada

chamada de “manipueira” e de odor ativo, 0 qualdasignado de “azogue” pelos
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produtores. A “manipueira” sobrava com abundarapapximadamente na propor¢ado
de 3:1, ou seja, 1 litro de “manipueira” para cad@ de raizes de mandioca prensadas.
A manipueira foi coletada e armazenada em recipieiet plastico vedado e
encaminhado uma parte para dosagem de acido ¢a@n{¢HfCN) (0O hora) e a outra
parte foi destinada para reproducdo da intoxicaggerimental em ovinos e para o
teste do papel picrosddico. A manipueira restamitenfintida em recipiente de plastico
aberto (Fig. 2D). Foram coletadas amostras destapongira nos periodos de 24 e 48
horas para a dosagem do HCN, teste do papel pdioosé reproducdo experimental

em ovinos.

Figura 2 - (A) Exemplares deManihot esculenta(B) Tubérculos deM.
esculenta(C) Massa de mandioca armazenada em sacos de linha
sobre os quadros de prensa e posterior prensagsta oh@ssa
ralada. (D) Manipueira, liquido rico em HCN, reanle da massa
ralada das raizes dBl. esculentaCrantz, variedade “brava’
utilizada no experimento armazenada em recipieetepldstico
aberto

Acervo proprio
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3.3 QUANTIFICACAO DO CIANETO

Foram analisadas as amostras de manipueira ematgphos periodos 0, 24 e
48 horas apoOs sua obtencédo, para avaliar a perdaxuiez durante o periodo. Os
compostos cianogénicos (cianeto liveeshidroxinitrila e glicosideos cianogénicos)
presentes nas amostras foram analisados segunddatogia de Essers (1994), a qual
consiste na extracdo destes compostos para awal@gintitativa pelo método de
reagcdo com cloramian T e isonicotinato 1,3 dimetbidurato com determinagéo
espectrofométrica a 605nm, em espectrofotdbmetro/idifrel GENESYS 10S.

Na etapa de purificacdo da enzima linamaraseizaudse a metodologia
proposta por Cooke (1979), na qual a quantidadse tlet cianeto é determinada pelo
método colorimétrico, sendo o mesmo oxidado a diaetcianogénio pela cloramina T.
Esse composto reage com o acido isonicotinico gioda um composto intermediario,
hidrolisando-se e produzindo um dialdeido conjug&tite reage com amina primaria
OuU com compostos que possuem grupamento metileno abm o acido 1,3-
dimetilbarbitdrico. (OLIVEIRA, 2010)

Com base no teor de cianeto determinado na anrestiiaou-se a estimativa de
cianeto consumido de acordo com o volume de mamguEministrado em cada
animal. Estas doses foram calculadas com baseatmes fornecidos por Ceredtal
(2003).
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3.4 TESTE DO PAPEL PICROSODICO

Para o teste, foram imersas tiras de papel em oilngd® composta de 5g de
carbonato de sédio e 0,5g de &cido picrico em 1D@ensolucdo. As tiras de papel
assim preparadas apresentam-se amarelas. Colo@uestra da manipueira em um
vidro fechado, fixando-se a tira do papel de engageca na tampa do vidro, de modo
gue ficasse suspensa livremente acima do matErialseguida manteve-se o vidro em
posicdo vertical, & temperatura de 30°C a 35°Chieiou-se a contagem para
observacdo na mudanca de cor do papafta determinar a presenca de HCN na
manipueira, foi observada a mudanca de cor do pppeteiramente da cor amarela
para laranja e, posteriormente para vermelho-tijdlontensidade da reacdo ao teste do
papel picrosédico foi classificada em acentuadadémga para coloracdo vermelho-
tijolo em até 5 minutos), moderada (mudanca deragwm para laranja entre 5 a 10
minutos), leve (mudanca de coloragdo para larap@ds 10 minutos até 3 horas) e sem
presenca de HCN (coloracéo inalterada) (TOKARNtAL, 2012).Quanto mais rapido
mudar a cor maior sera a quantidade do HCN na amddtteste foi realizado nos
tempos 0, 24 e 48 horas ap6s obtencdo da amostescanso da manipueira em
recipiente de plastico na sombra.

3.5 EXPERIMENTO COM OVINOS

Foram utilizadas seis ovelhas higidas, da racaa3aés, com idade média de 3
anos, com peso variando de 38 a 52 kg. Os aninoa@nf mantidos em baias
individuais, adaptados ao local e vermifugados sofugéao oral a base de fosfato de
levamisol, receberam racdo comercial (Ovinotechtl&leBurina) em quantidade
equivalente a 1% do peso vivo e agdlibitum Antes do experimento os animais
foram submetidos a jejum hidrico e alimentar d&ndas e pesados para determinacao
da dose a ser ingerida. Os animais foram avaligdaesto as frequéncias cardiaca e
respiratoria, temperatura retal e movimentos rumsjreD minutos antes e 10 minutos
depois da administracdo da manipueira nos doisddiaxperimento (0 e 24 horas).

A administracdo da manipueira foi realizada viadsoesofagica em cada animal
durante os tempos 0 e 24 horas ap6s descanso duemte plastico aberto, em
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temperatura ambiente e a sombra. As doses foracadiei administradas uma vez ao
dia para cada animal.

No primeiro dia os animais receberam respectivaendoses de 0,99 mg/kg,
0,75 mg/kg, 0,70 mg/kg, 0,63 mg/kg e 0,5 mg/kg eontrole recebeu 0,0 mg/kg de
HCN. ApoOs 24 horas, as concentracdes administrpdes cada animal foram 0,46
mg/kg, 0,34 mg/kg, 0,31 mg/kg, 0,28 mg/kg, 0,23kgd 0,0 mg/kg de HCN. Nos dois
dias foram administradas respectivamente para aaaal doses de manipueira com
14,2 mL/kg, 10,6 mL/kg, 9,8 mL/kg, 8,89 mL/kg e TL/kg. O ovino controle recebeu
9,8 mL/kg de agua. Apdés a administracdo se o anapedsentasse sinal clinico era
aplicado uma solugédo aquosa de tiossulfato de s0@i@% na dose de 0,5 mL/kg por
via endovenosa (AMORIMt al, 2005).

4.0 RESULTADOS

A andlise quantitativa dos teores de cianeto t¢almanipueira realizado em
triplicata mostrou grande diminuicao a cada diaostgao ar livre, atingindo metade da
concentracdo de HCN apoOs 24 horas de descansamnaasem recipiente aberto em

temperatura ambiente (Fig. 3).

Figura 3 — Avaliacdo quantitativa, pelo método de reacdo cdmnamian T e
iIsonicotinato 1,3-dimetilbarbiturato com determidac
espectrofométrica a 605nm, da perda de toxidez ewstaas de
manipueira a cada 24 horas
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4.1 TESTE DO PAPEL PICROSODICO

Os resultados do teste do papel picrosodico askixia toxicidade da
manipueira em diferentes espacos de tempo de lizzlgfio estdo apresentadas na

Tabela 2 . A volatilizagédo do HCN da manipueirdsesvada na Figura 4.

Tabela 2 -Reacdes do papel picrosédico utilizando manipueira

Tempo apos colheita Horério de realizagéo e regisirda reacao
Inicio Coloracédo
Laranja Verniteo
0 hora 10:04 10:08 10:09"
24 horas ao ar livre 10:04 10711 10:15
48 horas ao ar livre 10:04 11:10 -

" reacdo acentuadd;: reacdo moderada; reacio leve; - sem reacgao

Figura 4 - Teste do papel picrosédico utilizando
manipueira coletada no primeiro dia de
experimento. Observe o frasco direito com
papel cor vermelha apresentando reacao
positiva para presenca de HCN apos 5
minutos de exposicao, na esquerda frasco
controle (sem mudanca de cor).

Acervo proprio.
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4.2 EXPERIMENTO COM OVINOS

Todas as cinco ovelhas que receberam a dose de mdCprimeiro dia de
experimento desenvolveram quadro clinico compatieal intoxicacao aguda por HCN.
A ovelha controle ndo desenvolveu sinal clinico.d®os 2 na dose de 0,75 mg/kg
peso vivo HCN, 1 na dose de 0,99 mg/kg peso vivbl@Bl e 3 na dose de 0,70 mg/kg
peso vivo HCN, desenvolveram sinais clinicos deuitagdia, taquipneia, midriase,
hipomotilidade ruminal, sialorreia e narinas dits, timpanismo, tremores musculares,
polaciuria, andar cabaleante, decubito laterabardenacdo motora (Fig. 6). Observe a
midriase, salivacdo e narinas dilatadas (fig. 5)

Os ovinos 4, na dose de 0,63 mg/kg HCN, e 5 na des0,5 mg/kg HCN,
apresentaram somente taquicardia, taquipineiaretiissalivacdo. Todos os animais
receberam tiossulfato de so6dio a 20% na dose denQ/kg de peso vivo e todos
recuperaram-se no intervalo de tempo entre 10raid0tos.

No segundo dia de experimento (24 horas ap0s &itmlhsomente os ovinos 1
e 2 apresentaram sinais clinicos leves de taquécaedtaquipneia. O animal 3
apresentou tremores musculares leves na regidaudeuratura pélvica e recuperou-se
40 minutos apés aplicacdo do tiossulfato de so6dip0%. Os ovinos 4 e 5 nao
apresentaram sinais clinicos de intoxicacdo aptes pegiodo. A ovelha controle nédo
desenvolveu sinal clinico. Dados referentes ao rerpato estdo representados na
Tabela 4. AlteracGes dos parametros fisiologicoswdeos intoxicados por manipueira
antes e depois da administragéo, no primeiro diexgerimento estao representadas na
Tabela 5. J& alteracbes dos parametros fisiologm@sovinos intoxicados por
manipueira antes e depois da administracdo no degdra de experimento estédo

representadas na Tabela 6.



Figura 5 - Ovino 1 no primeiro dia, apresentando
sialorreia intensa, narinas dilatadas e
midriase, quinze minutos apés receber a
dose de 0,99 mgHCN/kg peso vivo.

Acervo proprio.

Figura 6 - Ovino 1 no primeiro dia apresentando marcada
dificuldade respiratéria, com abertura do
quadrilatero de sustentacdo, dezesseis minutos
apos receber a dose de 0,99 mgHCN/kg de
peso vivo.

Acervo préprio.
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Com relagcdo aos valores das doses de HCN por qaieg de peso vivo,
administradas em cada animal, no primeiro dia esegundo dia com a mesma
manipueira repousada em bacia plastica abertamlarapbusque na Tabela 3.

Tabela 3Relacao das doses em mg/kg de peso vivo de HCN
em cada animal nos dois dias de experimento.

Ovino  Dose mg/kg HCN peso Dose mg/kg HCN peso

Vivo no primeiro dia Vivo no segundo dia
1 0,99 0,43
2 0,75 0,34
3 0,70 0,31
4 0,63 0,28
5 0,50 0,23

6°¢ 0,00 0,00

¢:0vino controle.
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Tabela 4 -Experimento em ovinos com residuoManihot esculent@manipueira) durante dois dias, com diferentes eoinacdes mgHCN/kg peso vivo por animal.

Adm.
Ovino  Peso Data Horério da Inicio dos sinais Dose Total em Sinais clinicos tiossulfato Recuperagéo
administracédo clinicos (mgHCN/kgPV) mL de sa6dio (Horério)
(Horario)
09/12/2014 10:27 h 4 min 03 seg 0,99 624,0 Tremores, salivacdo, polacidria, 10:40 h 11:20h
dilatacdo das narinas, andar
1 44 kg cambaleante, taquicardia,
taquipneia e  hipomoatilidade
ruminal
10/12/2014 10:20 h 9 min 0,43 624,0 Leve tagdieartaquipneia com 10:35 h 10:55 h
tremores musculares
09/12/2014 10:59 h 4 min 30 seg 0,75 403,0 Tremores, salivacdo, polacidria 11:17 h 11:31h
dilatacdo das narinas, andar
2 38 kg cambaleante, taquicardia,
taquipneia e  hipomotilidade
ruminal e decubito lateral
10/12/2014 11:00 h 10 min 0,34 403,0 Leve taquicardia e tagaip 11:21 h 11:38 h
09/12/2014 09:40 h 6 min 0,70 509,6 Tremores, salivacdo, polaciiria, 09:55 h 10: 20 h
andar cambaleante, dilatagdo das
3 52kg narinas, taquicardia e taquipneia,
hipomotilidade ruminal
10/12/2014 09:42 h 0 0,31 509,6 Ausentes 10:00 h 10:00 h
09/12/2014 11:28 h 5 min 0,63 427,0 Dilatagdo das narinas, discreta 11:46 h 12: 00 h
4 48 kg salivacao taquicardia e taquipneia
10/12/2014 11:30 h 0 0,28 427,0 Ausente 11:40 h 11:40 h
09/12/2014 10:00 h 5 min 0,50 284,0 Dilatacdo das narinas, discreta 10:20 h 10:40h
salivacao, taquicardia e
5 40kg taquipneia
10/12/2014 10:00 h 0 0,23 284,0 Ausentes 10:20 h 10:20 h
09 /12/2014 12:15h 0 Agua 500,0 Ausentes 0 0

6°  5lkg ]
10 /12/2014 12:15h 0 Agua 500,0 Ausentes 0 0
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Tabela 5 -Alteracdo dos parametros fisiologicos de ovinosxitados por manipueira
antes e depois da administragao no primeiro dexgerimento.

Frequéncia Frequéncia Movimentos Temperatura
Ovino/Peso Cardiaca Respiratéria ruminais a retal (°C)
Antes / Depois Antes / Depois cada 2 minutos Antes / Depois
Antes / Depois

1/44kg 78 /100 31/90 1/0 39,2/ 38,6
2/38kg 80/180 21/61 1/1 38,6 /38,3
3/52kg 52 /130 25/70 2/0 38,3/38,1
4/48kg 67 /137 30/70 2/0 38,3/38,5
5/40kg 90/160 22 /50 2/0 39,2 /38,7
6/31kg 63/75 13/15 1/1 39,1/39,2

€:0vino controle

Tabela 6 -Alteracdo dos parametros fisiologicos de ovinosxitados por manipueira
antes e depois da administragao no segundo digpaeimento.

Frequéncia Frequéncia Movimentos  Temperatura retal
Ovino/Peso Cardiaca Respiratoria ruminais a (°C) Antes / Depois
Antes / Depois Antes /Depois cada 2 minutos
Antes / Depois

1/44kg 88/99 32/32 1/1 38,7/38,9
2/38kg 123 /127 27130 1/1 39,6 /39,5
3/52kg 78 /80 32/ 30 2/1 39,1/38,9
4/48kg 70177 26 /34 2/2 39,0/ 39,4
5/40kg 80/64 36/ 23 3/2 38,7 /38,8
6 “/31kg 63/75 15/ 14 1/1 39,1/39,3

C:Ovino controle.
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3.9 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstram que auced®M. esculentaCrantz
conhecido como manipueira apresentou toxicidadenterdois dias quando exposta em
temperatura ambiente. Na experimentacdo em ovio®saparecimentos dos sinais
clinicos de intoxicacdo surgiram em poucos minuap®s a administracdo da
manipueira. De acordo com pesquisas, altas corgdes de cianeto podem causar a
morte do animal em poucos minutos com sinais dfde convulsées, atonia ruminal,
nistagmo e parada respiratéria (SOTO-BLANCO e GORY[2010).

Isso acontece devido ao fon cianeto (Cihagir com o F& da citocromo
oxidase formando um complexo estavel, na qual eigatk transporte de elétrons para
e a respiracao celular se detém, causando an@tia cesultado a hemoglobina (Hb)
nao pode liberar mais oxigénio para que entre steraia de transporte elétrico das
células, pois o tecido estara com uma alta pregsamxigénio (GONZALES e SILVA,
2006).

A manipueira mostrou-se toxica para ovinos quanderidas no intervalo de 1
hora entre a coleta na casa de farinha até a atragdo aos animais. Porém, 24 horas
apos a colheita, com o0 mesmo volume e a concentdg®#CN reduzida pela metade,
0S animais nao apresentaram sinais clinicos siguifos.

Almeida et al., (2009), avaliando o ganho de peso em ovinos, ra qu
forneceram manipueira com doses desde 400ml a 1@b@ndurante 70 dias, e os
animais ndo apresentaram nenhum grau de intoxicagimlo que essa manipueira
utilizada descansou em tonéis abertos e a sombaatdul5 dias. No presente trabalho
ficou evidente através da analise quantitativatdoees de cianeto total da manipueira,
que ha diminuicdo a cada dia de exposicdo ao ae, ligtingindo metade da
concentracdo de HCN apo6s 24 horas e decaindo parasmle ¥4 de concentracdo de
HCN, ap6s 48 horas de descanso na sombra em rdeipaderto em temperatura
ambiente.

Amorim et al, (2005), utilizando doses toxicas de folhas faesanurchas e
dessecadas déanihot glazioviiem caprinosia propor¢caode 5,3 a 12 g/kg peso vivo,
entretanto este dado é referente a quantidadelldgsffrescas sem a mensuragdo da
concentracdo de HCN. Esse trabalho difere da peegesquisa, a qual utilizou a

(manipueira) com as mensuracdes exatas em miligralmaHCN por quilograma de
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peso vivo utilizando a espécie ovina. Do mesmo mdduoorim et al, (2004) em
experimento com seis amostrasheglaziovii procedentes de diferentes municipios da
Paraiba, Nordeste do Brasil, obtiveram intoxicag@obovinos com 10g/kg de folhas,
com apresentacdo dos primeiros sinais clinicos #tutos apdés administracdo da
planta. Isso evidencia nesse trabalho que animaisxicados por manipueira
apresentaram sinais clinicos em menos tempo, s@atadps com intoxicacdo por
plantas cianogénicas. Provavelmente a manipueirase apresentar em meio liquido,
os glicosideos cianogénicos ja se encontram difiasdno meio e seria mais facilmente
absorvido pelo organismo, ao contrario das folha#/dnihot spp, que ainda seriam
digeridas e quebradas no rumem do animal, poroigempo de apresentagao dos sinais
clinicos por ingestdo da manipueira seriam maigi@gcomparados a ingestao das
folhas da planta.

Isto também ¢é evidenciado pelo feito de que redusf@iva do nivel de
composto cianogénico ocorre na ralacao ou tritaagée permite que a ruptura das
células libere a linamarase, enzima que cliva amiarina formando o HCN livre; na
torracdo da massa de raizes raladas ha inativag8oresiduos de cianeto livre
(CAGNON et al, 2002).

Por hidrélise enzimatica durante a raspagem e @alaga mandioca, 70% da
linamarina é removida da raiz para a manipueirdermializando efeito toxico da
mesma (HOSEL e BARZ, 1975). Mesmo assim, a linamague sobra na massa
triturada e nao hidrolisada, quando manuseada padsar intoxicacdo em seres
humanos e animais (BALAGOPALAMNt al.1988), o que explica as pessoas sofreram
episodios de sincopes ao manusear a massa tritimalzado pequenas quantidades de
cianeto volatilizado, como foi descrito neste tihba

No presente experimento 0s animais apresentarais silinicos caracterizados
principalmente por salivagéo, taquipneia, taquieardremores musculares, andar
cambaleante, dilatacdo das narinas e hipomotilidadenal e decubito lateral sinais
clinicos semelhantes a outros trabalhos realizados plantas cianogénicas (RIET-
CORREAet al, 2011; TOKARNIAEet al, 2012).

Os resultadosdo testedo papel picrosédicoassociadoa toxicidade da mani
-pueira em diferentesespacosde tempo de volatilizagdo mostraram-se eficientes na

constatacdo da presenca de HCN na manipueiraudmibkarnieet al. (2012) relatam
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que o teste do papel picrosddico pode apresenteaciias nas reacdes a depender da
quantidade de HCN que esta sendo liberado peldaplamde reagbes mais lentas
podem representar graus menores de toxidez nasglan

E importante salientar que os glicosideos ciandgéns&io sollveis em agua,
liberando mais acido cianidrico quando misturadela mesma (CEREDA, 2003), isto
explicaria o porqué da manipueira ser mais toxiogagir rapidamente ao teste do papel
picrosédico. Quanto mais rapido mudar a cor maod a quantidade de cianeto (RIET-
CORREAet al, 2011).

No presente trabalho pode-se evidenciar que a t@tteidade da manipueira
esteve associada com a rapidez em que ocorragaoreo papel para vermelho tijolo.
Como demonstrado anteriormente, o teste do papelgdidico mostrou-se eficiente na
observacdo de HCN, o que sugere também que estepedera ser utilizado para
determinar a toxicidade da manipueira, quando amadsr adminsitrada aos animais
como alimento ou utilizada para outros fins comodpgdo de adubo organico
(FERREIRAet al.,2001).

O tratamento dos animais intoxicados por manipuaraosagem de 0,5 mL/kg
PV de tiossulfato de sodio a 20% foi eficaz, proewwa recuperagédo dos animais entre
10 a 40 minutos apos aplicacdo por via intravemmsadois dias de experimento. O
tratamento deve levar a quebra da unido entre’®®NF&" da citocromo oxidase, onde
0 nitrito de sddio provoca a formacdode methemagéoMetHb), a qual concorre com
a citocromo oxidase pelo ion CNara formar ciano-MetHb, onde a MetHb tem maior
afinidade pelo CNjue a citocromo oxidase. Nesse tratamento, o tiagsueage com o
ion cianeto (com a enzima rodanase) para formaiatieto, que € excretado pela urina
(GONZALEZ e SILVA, 2006).

Trabalhos semelhantes com intoxicacdo experimgualplantas cianogénicas
obtiveram resultados positivos quanto ao tratamentaaprinos e bovinos intoxicados
por M. glaziovii (SOTO-BLANCO et al, 2004; TOKARNIA et al, 2012). Porém a
aplicacdo deve ser feita nos primeiros instantesntixicacédo, pois rapidamente se
estabelece a intoxicacdo e isto inviabiliza seu nagimeiro a campo, sendo que na
maioria dos casos 0s animais ja sdo encontraddssn&IET-CORRE/Aet al.,2011).

Deve-se realizar o diagndstico diferencial pararasutplantas toxicas que

acometem animais de producéo, especialmente asgéiaicas. Dentre estas estdo a
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Anadenanthera colubrin&ar. cebil, Piptadenia viridiflorg Cnidoscolus quercifoliug
Sorghum halepensdambém para plantas que causam falha cardiack agpsociada
ao exercicio com@alicourea aeneofus¢c®. marcgravij Amorimia rigidae A. elegans
(RIET-CORREA et al., 2011). Tokarniaet al. (2012) cita que estas plantas estédo
presentes em todo Nordeste brasileiro.

O descuido ou desconhecimento dos produtores dengiat tdxico da
manipueira contribuem com as intoxicacoes.

A associacdo dos sinais clinicos evidenciados nper@rento, o rapido
surgimento destes apds ingestédo, além da confiordgdpresenca de HCN pelo teste
do papel picrosédico e sua quantificagdo confirmaaigoxicidade da manipueira para a
espécie ovina. A resposta ao tratamento com aotg®mostrou muito eficaz, quando
administrada nos primeiros 15 minutos apés os prameinais clinicos de intoxicacao.

Mediante andlises dos procedimentos experimentaiso@nos a partir dos
relatos obtidos em entrevistas com produtores daehfa sobre possiveis casos de
intoxicacdo por manipueira na regido do reconcawo Bahia, conclui-se que a
manipueira subproduto dd. esculentgpossui quantidade suficiente de HCN capaz de
intoxica-los a partir de 0,34 mg/kg de peso viva,concentracdo de 0,007mgHCN/mL
de manipueira. Ou seja, um animal pesando 40 kgisarg&a ingerir 284 mL de
manipueira para se intoxicar. Portanto, devidota aka toxicidade para os ovinos, é
importante informar aos produtores de farinha paraarem os devidos cuidados
quanto ao descarte correto da manipueira no meiosieate, cercando as areas e

impedindo o consumo do residuo pelos animais, rldta@rejuizos.
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INTOXICACAO EXPERIMENTAL POR MANIPUEIRA, SUBPRODUTO DE
MANIHOT ESCULENTA CRANTZ EM OVINOS

Experimental poisoning by cassava by-product d¥anihot esculenta Crantz in
sheep

SILVA, Valdir Carneiro*, PEDROSO, Pedro Miguel Ocampos

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar sedixica e caracterizar os principais
aspectos clinicos e patologicos da intoxicacaonpamipueira em ovinos. Seis Ovinos
receberam diferentes doses de manipueira. No expei® 1, os animais receberam
respectivamente doses de 0,99 mg/kg, 0,75 mg/Kg,ag/kg, 0,63 mg/kg e 0,5 mg/kg
de HCN e o controle recebeu 500 mL de &gua. Apohdds, as concentracdes
administradas para cada animal foram 0,46 mg/kg4 Ong/kg, 0,31 mg/kg, 0,28
mg/kg, 0,23 mg/kg de HCN e 0,0 mg/kg (control®). fealizada avaliacdo quantitativa
de cianeto no laboratério da embrapa mandioca ticdhwra e teste do papel
picrosodico nos periodos 0, 24 e 48 horas apoésngddeda amostra e descanso da
mesma em recipiente de plastico na sombra. Os ®vjoe receberam doses de 0,99
mg/kg, 0,75 mg/Kg e 0,70 mg/kg 0,63 mg/kg e 0,5kggdle HCN, desenvolveram
sinais clinicos de taquicardia, taquipneia, midsiasialorreia e narinas dilatadas,
incoordenacdo motora, tremores musculares, atomsnal e timpanismo, porém as
doses de 0,63 mg/kg e 0,5 mg/kg esses sinais foaioleves. A analise quantitativa dos
teores de cianeto total da manipueira foram de /ML no primeiro dia, apds 24
horas de descanso em bacia plastica aberta dexrail® 3 mg/mL e com 48 horas para
0,02 mg/mL. No experimento 2, somente dois ovitwrs doses de 0,46 mg/kg e 0,34

mg/kg apresentaram sinais clinicos de taquicardiageipneia. No teste do papel
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picrosddico, observou-se reagdo positiva acentpada presenca de HCN 5 minutos
apos exposicao na hora 0, reacao positiva modeguizis de 11 minutos na hora 24 e
sem reacao as 48 horas. Manipueira subproduld. dssculentacausa intoxicacdao em

ovino com dose a partir de 0,34 mg/kg/peso vivel@®, apos 10 minutos.

TERMOS DE INDEXACAO : acido cianidrico, mandioca, Nordeste Brasil, mante.

1 Setor de Patologia Veterinaria, Hospital Universitario de Medicina Veterinaria, Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), Rua Rui Barbosa 710, Campus Universitario, BA, 44.380-
000, Cruz das Almas, Bahia.

2 Laboratério de Patologia Veterinaria, Fundacdo Universidade de Brasilia (UnB), Campus
Universitario Darcy Ribeiro, Via L4 Norte s\n, Brasilia, DF 70910-970. *Autor para
correspondéncia: pedrosovet@yahoo.com.br

ABSTRACT

The objective of this study was to determine thact@lose and characterize the main
clinical aspects of poisoning manipueira in sh&kp.sheep received different doses of
cassava. On the first day the animals treated césply with doses of 0.99 mg / kg,
0.75mg/ kg, 0.70 mg / kg, 0.63 mg / kg and 0.5/rkg and 0.0 mg / kg HCN. After 24
hours, the concentrations for each animal were aidtered 0.46 mg / kg, 0.34 mg / kg,
0.31 mg / kg, 0.28 mg / kg, 0.23 mg / kg and 0.0/nkg HCN. cyanide quantitative
evaluation was performed and test picrosodic mokbe periods 0, 24 and 48 hours after
obtaining the sample and rest of the same plasintamer in the shade. Sheep that
received doses of 0.99 mg / kg, 0.75 mg / kg arf® Ong / kg HCN respectively
develop acute clinical signs of tachycardia, tacteg dilation of the pupils, nostrils
dilated and hypersalivation, incoordination , masdtemors, ruminal bloat and
sluggishness. The quantitative analysis of totalnaye levels manipueira reached half
the concentration of HCN after 24 hours of rest.ts second day of the experiment
only two sheep at doses of 0.46 mg / kg and 0.34/ kg showed clinical signs of
tachycardia and tachypnea. In the test picrosodigep there was marked positive
reaction for the presence of HCN 5 minutes aftgrosure at time 0, moderate positive
reaction after 11 minutes at the time 24 and nati@a to 48 hours. Manipueira
byproduct of M. esculenta cause poisoning in sheip dose from 0.34 mg / kg of
HCN by live weight, after 10 minutes.

INDEX TERMS : hydrocyanic acid, cassava, Northeastern Bramhimant.

INTRODUCAO
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S&o consideradas plantas cianogénicas aquelas gotnt glicosideos
cianogénicos, potencialmente hidrolisaveis querditme cianeto. O &cido cianidrico
(HCN) é considerado como uma das substancias maisas que se conhecem
(TOKARNIA et al. 2012). Dentre as plantas toxicasogénicas destaca-se a mandioca
(Manihot esculentaCrantz). Na industrializacdo da mandioca para ayg@o de
farinha e extracdo de fécula sdo gerados coprodidlidos e liquidos (CEREDA,
2009). O residuo liquido, de aspecto leitoso eraQm amarelo-clara que escorre das
raizes da mandioca previamente raladdsgsculentaCrantz) € comumente chamado
de “manipueira” ou “agua de mandioca”’ (CEREDA, 2001

A toxicidade da manipueira se deve a presenca ido &@nidrico (HCN). Os
glicosideos acumulados na mandioca séo a linamayugarepresenta 95% do contetdo
total de compostos cianogénicos, e a lotaustralem@mesentando 5% (MONTAGNAC
et al. 2009).

Durante o processamento da mandioca para fabricdeadarinha, ocorre
hidrolise enzimatica da linamarina, que promovibardcdo de HCN (COGNON et al.
2002). A manipueira tem sido utilizada na produg@ional quando a mesma € colocada
em repouso em tonéis abertos e & sombra durantda$ssendo bem aceita pelos
animais e apresentando boa palatabilidade (ALMEAal. 2009), e s6 causando
intoxicacdo quando 0s animais consomem 0 residtes aios trés dias de repouso
(RIET-CORREA et al. 2011).

A investigacdo referente a intoxicacdo por “mani@iesurgiu a partir de
resultados obtidos de um levantamento das prirgiplaintas toxicas para animais de
producao na regido do Recdncavo da Bahia, NordesBrasil, realizada no periodo de
setembro de 2011 a setembro de 2013 (PINHEIRO. 20&B). Nesse levantamento a
principal intoxicagdo mencionada pelos produtowsptlo residuo dévl. esculenta
Crantz (20\67), afetando bovinos, suinos, asinioosos e galinhas. Na regido ndo ha
interesse por parte dos produtores em utiliza-ta pimentacdo animal. Esse liquido
normalmente fica armazenado em locais desprotegidbdmos as casas de farinha.
Todos os relatos de intoxicagao ocorreram de f@ondental, por descarte incorreto da
manipueira em canaletas que conectavam o intesi@ada de farinha ao lado externo,
sem um local correto para descarte, ficando demgicst e sem isolamento da area,

permitindo que 0s animais tivessem acesso a edtriah@ pudessem se intoxicar. A
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partir desses dados o0 objetivo do presente trafaihde determinar a dose tbxica e
caracterizar os principais aspectos clinicos daichcao por manipueira em ovinos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Estacdo Experimgrdaeh o Controle das Intoxicacbes
por Plantas do Setor de Patologia Veterinaria daddsidade Federal do Recbncavo da
Bahia (SPV-UFRB). O presente Projeto de Pesquisapfovado pelo Comité de Etica

no Uso de Animais (CEUA) da UFRB com protocolo 2Z8003398/2012-21.

IDENTIFICAGAO BOTANICA

Exemplares da principal mandioca cultivada nos oipius do Rec6ncavo da
Bahia foram encaminhadas e identificada por um rBoddcomoManihot esculenta
Crantz (Fig. 2A). Uma amostra da planta foi idecdifla e registrada (HURB 8963) e
depositada no Herbario da Universidade Federalebditavo da Bahia.

PREPARACAO DA AMOSTRA

A amostra de manipueira foi obtida em uma casaad@hia localizada no
municipio de Cruz das Almas (120’ 12" S 39 06’ 07" O), regido do Recéncavo da
Bahia, Brasil. Nesta casa de farinha sdo utilizagagariedades de “mandiocas bravas”,
mais ricas em glicosideo, que séo utilizadas nacttéio de farinha, goma e polvilho,
apos a eliminagdo do glicosideo cianogénico poomdeicalor. Realizou-se o0 seguinte
método de processamento: os tubérculosMdeesculentaCrantz (Fig. 2B) foram
lavados e descascados manualmente; em seguids,feste triturados em moinho,
movido por energia elétrica.

A massa pastosa obtida a partir dessa trituracécefo seguida, fortemente
prensada (Fig. 2C), utilizando-se de prensa de infa@&eionada manualmente; a massa
que ficava retida na prensa era de imediato, éatlreem um triturador elétrico e por
fim, levada ao forno para secagem; depois de $elca-se a farinha, um po branco,

granuloso e fino e de sabor peculiar. Durante agagem da massa pastosa, etapa
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relatada anteriormente, fluia uma suspensdo agimgsanalidade bege ou amarelada
chamado de “manipueira” e de odor ativo, o qual dgsignado de “azogue” pelos
produtores. A “manipueira” sobrava com abundanmppximadamente na proporcao
de 3:1, ou seja, 1 litro de “manipueira” para cad@ de raizes de mandioca prensadas.
A manipueira foi coletada e armazenada em recipielet plastico vedado e
encaminhado uma parte para dosagem de acido é@n{tHCN) (0O hora) e a outra
parte foi destinada para reproducéo da intoxicaggerimental em ovinos e para o
teste do papel picrosédico. A manipueira restamitenfintida em recipiente de plastico
aberto (Fig. 2D). Foram coletadas amostras destapongira nos periodos de 24 e 48

horas para a dosagem do HCN, teste do papel pdioosé reproducdo experimental
em ovinos.

Figura 2(A) Exemplares deéManihot esculenta(B) Tubérculos deM. esculenta.
(C) Massa de mandioca armazenados em sacos de $#iohee os quadros de
prensa e posterior prensagem desta, massa rdlgddagipueira, liquido rico em
HCN, resultante da massa ralada das raizebl.desculentaCrantz, variedade

“brava” utilizada no experimento armazenada enprente de plastico aberto.

QUANTIFICAGAO DO CIANETO
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Foram analisadas as amostras de manipueira ematgphos periodos 0, 24 e
48 horas ap0Os sua obtencdo, para avaliar a perdaexitez durante o periodo. Os
compostos cianogénicos (cianeto liveeshidroxinitrila e glicosideos cianogénicos)
presentes nas amostras foram analisados segunddatogiia de Essers (1994), a qual
consiste na extracdo destes compostos para awal@gintitativa pelo método de
reagcdo com cloramian T e isonicotinato 1,3 dimetbiiurato com determinagéo
espectrofométrica a 605nm, em espectrofotdbmetro/idifrel GENESYS 10S.

A etapa de purificacdo da enzima linamarase, zatiise a metodologia
proposta por Cooke (1979), na qual a quantidadse tlet cianeto é determinada pelo
método colorimétrico, sendo o mesmo oxidado a diaetcianogénio pela cloramina T,
esse composto reage com o0 acido isonicotinico gphedo um composto intermediario,
hidrolisando-se e produzindo um dialdeido conjug&tiie reage com amina primaria
OuU com compostos que possuem grupamento metileno abm o acido 1,3-
dimetilbarbitdrico. (OLIVEIRA, 2010)

Com base no teor de cianeto determinado na anrestiiaou-se a estimativa de
cianeto consumido de acordo com o volume de mamguEministrado em cada
animal. Estas doses foram calculadas com basevaloses fornecidos por Cereda
(2003).
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TESTE DO PAPEL PICROSODICO

Para o teste, foram imersas tiras de papel em oilngd® composta de 5g de
carbonato de sédio e 0,5g de &cido picrico em 1D@ensolucdo. As tiras de papel
assim preparadas apresentam-se amarelas. A ardestmanipueira é colocada em um
vidro fechado, fixando-se a tira do papel de engageca, na tampa do vidro, de modo
gue fique suspensa livremente acima do material sEguida manteve-se o vidro em
posicdo vertical, & temperatura de 30°C a 35°Cnieiou-se a contagem para
observacdo na mudanca de cor do papafta determinar a presenca de HCN na
manipueira, foi observada a mudanca de cor do pppeteiramente da cor amarela
para laranja e, posteriormente, para vermelhastijalintensidade da reacéo ao teste do
papel picrosédico foi classificada em acentuadadémga para coloracdo vermelho-
tijolo em até 5 minutos), moderada (mudanca deragim para laranja entre 5 a 10
minutos), leve (mudanca de coloragdo para larap@ds 10 minutos até 3 horas) e sem
presenca de HCN (coloracéo inalterada) (TOKARNIAleR012). Quanto mais rapido
mudar a cor maior sera a quantidade do HCN na amddtteste foi realizado nos
tempos 0, 24 e 48 horas ap6s obtengcdo da amostescanso da manipueira em
recipiente de plastico na sombra.

EXPERIMENTO COM OVINOS

Foram utilizadas seis ovelhas higidas, da racaa3aés, com idade média de 3
anos, com peso variando de 38 a 52 kg. Os aninoaenf mantidos em baias
individuais, adaptados ao local e vermifugados sotugcéao oral a base de fosfato de
levamisol, receberam racdo comercial (Ovinotechtl&leBurina) em quantidade
equivalente a 1% do peso vivo e agdlibitum Antes do experimento os animais
foram submetidos a jejum hidrico e alimentar déndas e pesados para determinacao
da dose a ser ingerida. Os animais foram avaliag@mto a frequéncia cardiaca,
respiratoria temperatura retal, movimentos rumjna® minutos antes e 10 minutos
depois da administracdo da manipueira nos doisddiaxperimento (0 e 24 horas).

A administracdo da manipueira foi realizada viadsoesofagica em cada animal
durante os tempos 0 e 24 horas ap6s descanso duemte plastico aberto, em
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temperatura ambiente e a sombra. As doses foracadiei administradas uma vez ao
dia para cada animal.

No primeiro dia os animais receberam respectivaendoses de 0,99 mg/kg,
0,75 mg/kg, 0,70 mg/kg, 0,63 mg/kg e 0,5 mg/kg eontrole recebeu 0,0 mg/kg de
HCN. ApoOs 24 horas, as concentracdes administrpdes cada animal foram 0,46
mg/kg, 0,34 mg/kg, 0,31 mg/kg, 0,28 mg/kg, 0,23kgd 0,0 mg/kg de HCN. Nos dois
dias foram administradas respectivamente para aamaal doses de manipueira com
14,2 mL/kg, 10,6 mL/kg, 9,8 mL/kg, 8,89 mL/kg e TL/kg. O ovino controle recebeu
9,8 mL/kg de agua. Apdés a administracdo se o anapedsentasse sinal clinico era
aplicado uma solugédo aquosa de tiossulfato de s0@i@% na dose de 0,5 mL/kg por
via endovenosa (AMORIM et al. 2005).

RESULTADOS

A andlise quantitativa dos teores de cianeto t¢almanipueira realizado em
triplicata, mostrou grande diminuicdo a cada diposta ao ar livre, atingindo metade
da concentracéo de HCN apdés 24 horas de descamssoniaa em recipiente aberto em

temperatura ambiente (Fig. 3).
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Figura 3 —Avaliacdo quantitativa, pelo método de reacao clmmamian T e isonicotinato 1,3-
dimetilbarbiturato com determinacdo espectroforoétra 605nm, da perda de
toxidez em amostras de manipueira a cada 24 horas
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TESTE DO PAPEL PICROSODICO
Os resultados do teste do papel picrosddico askicia toxicidade da manipueira
em diferentes espacos de tempo de volatilizac&o empresentadas na Tabela 2 . A

volatilizacdo do HCN da manipueira € observadaigar& 4.

Tabela 2 -Reacdes do papel picrosédico utilizando manipueira

Tempo apos colheita Horério de realizagéo e regisirda reacao
Inicio Coloracédo
Laranja Vermelho
0 hora 10:04 10:08 10:09™
24 horas ao ar livre 10:04 10711 10:15
48 horas ao ar livre 10:04 11:10 -

" reagdo acentuadd;: reacdo moderada; reacio leve; - : sem reacao.
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Figura 4 - Teste do papel picrosédico utilizando manipuedlatada no primeiro dia de
experimento. Observe o frasco direito com papel r wermelha
apresentando reacdo positiva para presenca de &pObl 5 minutos de
exposicdo, na esquerda frasco controle (sem mudincar).

MANIPUEIRA

EXPERIMENTO COM OVINOS

Todas as cinco ovelhas, que receberam a dose de MCprimeiro dia de
experimento, desenvolveram quadro clinico complatieen intoxicagdo aguda por
HCN, a ovelha controle ndo desenvolveu sinal @inDs ovinos 2 na dose de 0,75
mg/kg peso vivo HCN, 1 na dose de 0,99 mg/kg pesmde HCN e 3 na dose de 0,70
mg/kg peso vivo HCN; desenvolveram sinais clinictes taquicardia, taquipneia,
midriase, hipomotilidade ruminal, sialorreia e nas dilatadas, timpanismo, tremores
musculares, polaciuria, andar cabaleante, declaité@ral, incoordenacdo motora (Fig. 6).
Observe a midriase, salivacao e narinas dilatdida$)

Os ovinos 4 na dose de 0,63 mg/kg HCN e 5 na des@,5 mg/kg HCN,

apresentaram somente taquicardia, taquipineiaretissalivagédo. Todos os animais
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receberam tiossulfato de sédio a 20% na dose denQ/kg de peso vivo e todos
recuperaram-se no intervalo de tempo entre 10maidGtos.

No segundo dia de experimento (24 horas ap0s &itamlhsomente os ovinos 1
e 2 apresentaram sinais clinicos leves de taquécagdtaquipneia. O animal 3
apresentou tremores musculares leves na regidaudeutatura pélvica e recuperou-se
40 minutos apos aplicagdo do tiossulfato de sédipO%. Os ovinos 4 e 5 nédo
apresentaram sinais clinicos de intoxicacdo aptes pgiodo. A ovelha controle néo
desenvolveu sinal clinico. Dados referentes ao rerpato estdo representados na
Tabela 4. Alteracbes dos parametros fisiolégicos\deos intoxicados por manipueira
antes e depois da administragéo, no primeiro diexgerimento estéo representados na
Tabela 5. Ja alteracdes dos parametros fisiolog®sovinos intoxicados por
manipueira antes e depois da administracdo no degdra de experimento estédo

representados na Tabela 6.

Figura 5- Ovino 1 no primeiro dia, apresentando sialorrefansa, narinas dilatadas e
midriase, quinze minutos apés receber a dose 8anig®ICN/kg peso vivo.
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Figura 6 - Ovino 1 no primeiro dia apresentando marcadauddade respiratéria, com
abertura do quadrilatero de sustentacdo, dezesguitos apOs receber a
dose de 0,99 mgHCN/kg de peso vivo.

Observe na Tabela 3, os valores das doses de HCupograma de peso vivo,
administradas em cada animal, no primeiro dia esegundo dia com a mesma
manipueira repousada em bacia plastica abertamlarao

Tabela 3- Relagdo das doses em mg/kg de peso vivo de H&N cada animal nos
dois dias de experimento.

Ovino  Dose mg/kg HCN peso vivo no primeiro dia  Dosag/kg HCN peso vivo no segundo dia

1 0,99 0,43
2 0,75 0,34
3 0,70 0,31
4 0,63 0,28
5 0,50 0,23

6¢ 0,00 0,00

C:0vino controle.
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Tabela 4 -Experimento em ovinos com residuoManihot esculent§manipueira) durante dois dias, com diferentes eoimacdes mgHCN/kg peso vivo por animal.

Adm.
Ovino Peso Data Horério da Inicio dos sinais Dose Total em Sinais clinicos tiossulfato  Recuperacéo
administracédo clinicos (mgHCN/kgPV) mL de sédio (Horério)
(Horario)
09/12/2014 10:27 h 4 min 03 seg 0,99 624,0 Tremores, salivagdo, polacidria, 10:40 h 11:20h
dilatacdo das narinas, andar
1 44 kg cambaleante, taquicardia,
taquipneia e hipomotilidade
ruminal
10/12/2014 10:20 h 9 min 0,43 624,0 Leve taqdieartaquipneia com 10:35h 10:55 h
tremores musculares
09/12/2014 10:59 h 4 min 30 seg 0,75 403,0 Tremores, salivacdo, polacidria 11:17 h 11:31h
dilatacdo das narinas, andar
2 38 kg cambaleante, taquicardia,
taquipneia e hipomotilidade
ruminal e decubito lateral
10/12/2014 11:00 h 10 min 0,34 403,0 Leve taquicardia e tagaip 11:21 h 11:38 h
09/12/2014 09:40 h 6 min 0,70 509,6 Tremores, salivagdo, polacidria, 09:55h 10: 20 h
andar cambaleante, dilatagdo das
3 52kg narinas, taquicardia e taquipneia,
hipomotilidade ruminal
10/12/2014 09:42 h 0 0,31 509,6 Ausentes 10:00 h 10:00 h
09/12/2014 11:28 h 5 min 0,63 427,0 Dilatagcdo das narinas, discreta 11:46 h 12: 00 h
4 48 kg salivacao taquicardia e taquipneia
10/12/2014 11:30 h 0 0,28 427,0 Ausente 11:40 h 11:40 h
09/12/2014 10:00 h 5 min 0,50 284,0 Dilatacdo das narinas, discreta 10:20 h 10: 40 h
salivacao, taquicardia e taquipneia
5 40kg
10/12/2014 10:00 h 0 0,23 284,0 Ausentes 10:20 h 10:20 h
09 /12/2014 12:15h 0 Agua 500,0 Ausentes 0 0
6° 51kg

10/12/2014 12:15h 0 Agua 500,0 Ausentes 0 0
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Tabela 5 -Alteracdo dos parametros fisiologicos de ovinosxitados por manipueira
antes e depois da administragao no primeiro dexgerimento.

Frequéncia Frequéncia Movimentos Temperatura
Ovino/Peso Cardiaca Respiratéria ruminais a cada retal (°C) Antes /
Antes / Depois Antes / Depois 2 minutos Antes Depois
/ Depois
1/44kg 781100 31/90 1/0 39,2/38,6
2/38kg 80 /180 21/61 1/1 38,6/38,3
3/52kg 52 /130 25/70 2/0 38,3/38,1
4/48kg 67 /137 30/70 2/0 38,3/38,5
5/40kg 90 /160 22 /50 2/0 39,2/38,7
6 “/31kg 63/75 13/15 1/1 39,1/39,2

:0vino controle.

Tabela 6 -Alteracdo dos parametros fisiologicos de ovinosxitados por manipueira
antes e depois da administragao no segundo digpaeimento.

Frequéncia Frequéncia Movimentos Temperatura
Ovino/Peso Cardiaca Respiratéria ruminais a cada retal (°C) Antes /
Antes / Depois Antes /Depois 2 minutos Antes / Depois
Depois
1/44kg 88/99 32/32 1/1 38,7/38,9
2/38kg 123 /127 27130 1/1 39,6/39,5
3/52kg 78180 32/ 30 2/1 39,1/38,9
4/48kg 70177 26/34 2/2 39,0/ 39,4
5/40kg 80 /64 36/ 23 3/2 38,7/38,8
6 “/31kg 63/75 15/ 14 1/1 39,1/39,3

:0vino controle.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstram que auced®M. esculenteCrantz
conhecido como manipueira apresentou toxicidadenterdois dias quando exposta em
temperatura ambiente. Na experimentacdo em ovioogparecimento dos sinais
clinicos de intoxicacdo surgiram em poucos minuap®ds a administracdo da
manipueira. De acordo com pesquisas, altas corgdes de cianeto podem causar a
morte do animal em poucos minutos com sinais dide convulsées, atonia ruminal,
nistagmo e parada respiratdria (SOTO-BLANCO & GORK!I2010).

Isso acontece devido o fon cianeto (Ofeagir com o F& da citocromo oxidase

formando um complexo estavel, na qual a cadeiaalesgorte de elétrons para e a
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respiracdo celular se detém, causando anoxia, cesattado, a hemoglobina (Hb) nédo
pode liberar mais oxigénio para que entre ao ssstéentransporte elétrico das células,
pois o tecido estar4 com uma alta pressdo de dgi¢B®NZALES & SILVA, 2006).

A manipueira mostrou-se toxica para ovinos quanderidas no intervalo de 1
hora entre a coleta na casa de farinha até a atragéo aos animais. Porém, 24 horas
apos a colheita, com o0 mesmo volume e a concentdg®#CN reduzida pela metade,
0S animais ndo apresentaram sinais clinicos sigtivos.

Almeida et al (2009), avaliando o ganho de peso em ovinos, ra qu
forneceram manipueira com doses desde 400ml a 1@B@ndurante 70 dias, e os
animais ndo apresentaram nenhum grau de intoxicagimlo que essa manipueira
utilizada descansou em toneis abertos e a sombaatdul5 dias. No presente trabalho
ficou evidente através da analise quantitativatdoees de cianeto total da manipueira,
que h& diminuicdo a cada dia exposicdo ao ar latiegindo metade da concentracao
de HCN ap0s 24 horas e decaindo para menos decgndentracdo de HCN, ap0s 48
horas de descanso na sombra em recipiente abetengreratura ambiente.

Amorim et al. (2005), utilizando doses toxicas déhds frescas, murchas e
dessecadas ddanihot glazioviiem caprinosia proporcéo de 5,3 a 12 g/kg peso vivo,
entretanto este dado é referente a quantidadelldgsffrescas sem a mensuragdo da
concentracdo de HCN. Esse trabalho difere da peegesquisa, a qual utilizou a
(manipueira) com as mensuracdes exatas em miligralmaHCN por quilograma de
peso vivo utilizando a espécie ovina.

Do mesmo modo, Amorim et al. (2004) em experimaum Sseis amostras de
M. glaziovii procedentes de diferentes municipios da Paraibadelste do Brasil,
obtiveram intoxicacdo em bovinos com 10g/kg de dslhcom apresentacdo dos
primeiros sinais clinicos 20 minutos ap0s admia¢gio da planta. Isso evidéncia nesse
trabalho que animais intoxicados por manipueir@sgtaram sinais clinicos em menos
tempo, se comparados com intoxicacdo por plant@sogénicas. Provavelmente a
manipueira por se apresentar em meio liquido, asogjtieos cianogénicos ja se
encontra difundidos no meio e seriam mais facietmabsorvidos pelo organismo, ao
contrario das folhas ddanihot spp, que ainda seriam digeridas e quebradas nemum
do animal, por isso o tempo de apresentacdo dass sitinicos da manipueira seriam

mais agudos comparados com as folhas da planta.
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Isto também é evidenciado pelo feito de que redusf@iva do nivel de
composto cianogénico ocorre, na ralacédo ou trilrague permite que a ruptura das
células libere a linamarase, enzima que cliva aniaxrina formando o HCN livre; na
torracdo da massa de raizes raladas ha inativag8oresiduos de cianeto livre
(COGNON et al. 2002).

Por hidrélise enzimética durante a raspagem e ealaga mandioca, no
manuseio da massa ralada o cianeto produzido, iliz@ate constantemente,
potencializando efeito toxico da mesma, o0 que eas pessoas sofreram episodios de
sincopes ao manusear a massa triturada, inalargleenqes quantidades de cianeto
volatilizado, como foi descrito neste trabalho.

No presente experimento 0s animais apresentarais silinicos caracterizados
principalmente por salivacdo, taquipneia, taquieardremores musculares, andar
cambaleante, dilatacdo das narinas e hipomotilidadenal e decubito lateral sinais
clinicos semelhantes a outros trabalhos realizados plantas cianogénicas (RIET-
CORREA et al. 2011, TOKARNIA et al. 2012).

Os resultadosdo testedo papel picrosédicoassociadoa toxicidade da mani
-pueira em diferentegespacosde tempo de volatilizagdo mostraram-se eficientes na
constatacdo da presenca de HCN na manipueiraydmiibkarnia et a2012) relatam
que o teste do papel picrosddico pode apresenteaciias nas reacfes a depender da
quantidade de HCN que esta sendo liberado peldaaplande reacbes mais lentas
podem representar graus menores de toxidez nasglan

E importante salientar que os glicosideos ciandgénsdo sollveis em &agua,
liberando mais &cido cianidrico quando misturadda pmesma (AMORIM, et al. 2006),
isto explicaria 0 por que da manipueira ser maig#oe reagir rapidamente ao teste do
papel picrosodico. Quanto mais rapido mudar a c@onsera a quantidade de cianeto
(RIET-CORREA et al. 2011). No presente trabalhoepse evidenciar que a alta
toxidade da manipueira esteve associada com adem@m que ocorreu a reacao do
papel para vermelho tijolo. Como demonstrado ammente, o teste do papel
picrosédico mostrou-se eficiente na observacdo@n,H que sugere também, que este
teste poderé ser utilizado para determinar a t@® da manipueira, quando a mesma
for adminsitrada aos animais como alimento ouzatila para outros fins como producéo
de adubos organico (FERREIRA eRfi01).
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O tratamento dos animais intoxicados por manipuaaadosagem de 0,5 mL/kg
PV de tiossulfato de sodio a 20% foi eficaz, proewwa recuperagédo dos animais entre
10 a 40 minutos apos aplicacao por via intravemmsadois dias de experimento. O
tratamento deve levar a quebrar a unido entre ce@NFE" da citocromo oxidase, onde
o0 nitrito de sodio provoca a formacédode methemagioMetHb), a qual concorre com
a citocromo oxidase pelo ion CNara formar ciano-MetHb, onde a MetHb tem maior
afinidade pelo CNjue a citocromo oxidase. Nesse tratamento, o tfatsueage com o
ion cianeto (com a enzima rodanase) para formeaiatieto, que € excretado pela urina
(GONZALEZ & SILVA, 2006).

Trabalhos semelhantes com intoxicagdo experimgalplantas cianogénicas
obtiveram resultados positivos quanto ao tratamentaaprinos e bovinos intoxicados
por M. glaziovii (SOTO-BLANCO et al. 2005, TOKARNIA et al. 2012)ofém a
aplicacado deve ser feita nos primeiros instantesntixicagcéo, pois rapidamente se
estabelece, a intoxicacdo e isto inviabiliza sew nadineiro a campo, sendo que na
maioria dos casos 0s animais ja sao encontraddssn@RIET-CORREA et ak011).

Deve-se realizar o diagnostico diferencial pararasutplantas toxicas que
acometem animais de producéo, especialmente asgéiaicas, dentre estas estdo a
Anadenanthera colubrin&ar. cebil, Piptadenia viridiflorg Cnidoscolus quercifoliug
Sorghum halepensdambém para plantas que causam falha cardiack agpsociada
ao exercicio com@alicourea aeneofus¢c#®. marcgravij Amorimia rigidae A. elegans
(RIET-CORREA et al. 2011). Tokarnia et al. (2012)acque estas plantas estédo
presentes em todo Nordeste brasileiro.

O descuido ou desconhecimento dos produtores dengiat tdxico da
manipueira contribuem com as intoxicacoes.

A associacdo dos sinais clinicos evidenciados npere@rento, o rapido
surgimento destes apds ingestédo, além da confiordgdpresenca de HCN pelo teste
picrosodico e sua quantificacdo confirmaram a idade da manipueira para a espécie
ovina, a resposta ao tratamento com antidoto sereoosnuito eficaz, quando
administrada nos primeiros 15 minutos apés os prameinais clinicos de intoxicacao.

Mediante andlises dos procedimentos experimentaiso@nos a partir dos
relatos obtidos em entrevistas com produtores dahfa sobre possiveis causa de

intoxicacdo por manipueira, na regido do rencéncdsoBahia, conclui-se que a
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manipueira subproduto déd. esculentgoossui quantidade suficiente de HCN capaz de
intoxica-los a partir de 0,34 mg/kg de peso viva,concentracdo de 0,007mgHCN/mL
de manipueira, ou seja um animal pesando 40 kgispréex ingerir 284 mL de
manipueira para se intoxicar. Portanto, devidota aelta toxidade para os ovinos, é
importante informar aos produtores de farinha temaos devidos cuidados quanto ao
descarte correto da manipueira no meio ambienteaicdo as areas e impedindo o

consumo do residuo pelos animais, evitando preguizo

Agradecimentos.- Os autores agradecem ao INCT pelo apoio financepata o
controle das intoxicagdes por plantas/CNPq (Préc.573534/2008-0).
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