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Avaliacao toxicologica da torta de pinhao-manso
Jatropha curcas em ratos*

Evaluation of toxicity bran Jatropha curcas

Claucia A. Honorato,** Cesar J.Silva,*** Simone Mendonga,**** Mayara Schueroff Siqueira,** Taline B. S. Catelan**

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de dietas acrescidas de torta de pinhdo-manso (Jafropha curcas L.) no desempenho e
metabolismo de ratos Wistar. Foram utilizados 24 ratos, machos albinos (Rattus norvergicus), em fase de crescimento e com peso
meédio inicial 109,38+6,16g. Os animais foram pesados e distribuidos aleatoriamente em dois grupos com doze animais, constituindo
os tratamentos: controle — dieta comercial e dietas contendo 4,281%TPM (torta de pinhdo manso). O consumo de alimento, ganho
em peso e conversao alimentar dos ratos foi depreciado pela inclusédo de farelo de pinhdo-manso. Observou-se discreto aumento
na atividade das enzimas ALT e AST hepatica nos ratos alimentados com dietas acrescidas de TPM. Os valores de hemoglobinas
e hematdcritos encontravam-se dentro deste intervalo considerados adequados para roedores. Nao foram reportados diferengas
no equilibrio eletrolitico e no metabolismo respiratério. Conclui-se que a inclusédo de torta de pinhdo-manso na alimentagéo de
ratos afeta negativamente o desenvolvimento do crescimento e promove alteragdes deletérias hepaticas.

Palavras-chave: toxicidade, hepatotoxidade, alimentag&o animal.

Abstract

This study aimed to evaluate the effect of diets plus pie of Jatropha (Jatropha curcas 1.) in performance and metabolism of male
Wistar rats. 24 rats were used, albino males (Rattus norvegicus) in growth phase and initial average weight 109.38 + 6, 16 g. The
animals were weighed and randomly divided into two groups with 12 animals, constituting the treatments: control — standard diet
and diets containing 4, 281TPM. Food consumption, body weight gain and feed conversion ratio of rats has been deprecated by
the inclusion of Jatropha bran. The liver enzymes ALT and AST in rats fed diets increased Jatropha. The values of hemoglobin and
hematocrit were within this range considered adequate for rodents. Not been reported differences in the electrolytic balance and
respiratory metabolism. It is concluded that the inclusion of Jatropha pie in the feeding of rats depresses growth and development
promotes hepatic deleterious changes.

Keywords: toxic, hepatotoxicity, animal feed.

Introducao grande importancia para o Programa Nacional de Produgéo e
Uso de Biodiesel (PNPB), ja que tem alto potencial oleaginoso.
Existem muitas vantagens no seu cultivo, entre elas o seu alto

rendimento e sua produtividade por cerca de 40 anos (Pereira,

A grande preocupagido com o meio ambiente proporcionou um
crescente interesse em fontes de energia alternativas, com a

finalidade de substituir os combustiveis de origem féssil. Dessa
forma, podemos notar varios investimentos no ramo do biodiesel,
onde plantas oleaginosas s&o potenciais matérias-primas fontes
de biodiesel (Fernandes, 2010), e dentre essas, o pinhdo-manso,
por seu alto conteddo de dleo (35 a 45%), € uma escolha na
utilizagéo para a industria de biocombustivel (Achten et al., 2008)
e geradora de torta como co-produto.

Jatropha curcas L.(pinhdo-manso) pertence a familia
Euphorbiaceae e é um arbusto de crescimento rapido. Com
relagdo a distribuicdo geografica, o pinhdao-manso pode
ser encontrado em varias regides intertropicais, e sua facil
adaptagédo a diversos ambientes fez dele uma boa opgéo para
investimentos em projetos com a agricultura familiar relacionados
com o biodiesel (Marsaro et al., 2007). J. curcas L. possui uma

2009).

A utilizagdo de sua torta para a alimentagdo animal seria
vantajosa, para agregar valor a industria do biodiesel. A torta
do pinhdo-manso, coproduto resultante da extragdo de seu
6leo, é utilizada comumente como adubo organico, sendo
rica em nitrogénio (Sato et al., 2009). Had um grande interesse
sobre o aproveitamento desses coprodutos originados na
producdo agricola e agroindustria na alimentagdo animal, mais
especificamente na inclusdo em ragdes concentradas (Gomes,
2007). No entanto, ha registro de casos de intoxicagdo animal
pela ingestdo de Jatropha curcas L. (Oliveira e Akisue, 2005).

A limitagdo da utilizagdo desse coproduto como alimento é
atribuida a presenca de fatores limitantes de natureza tdxica,
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alergénica e antinutricional (Abdalla et al., 2008). Dentre estes,
destaca-se a curcina, ésteres diterpenos, como o éster de
forbol e as proteinas com potencial alergénico semelhante a
albumina 2S da mamona (Oliveira e Akisue, 2005; Martinez-
Herrera et al., 2006; Maciel et al., 2007). A atividade téxica do
pinhdo-manso deve-se principalmente a presenga de ésteres
de forbol (Makkar e Becker, 1999; Menezes e Machado, 2007),
que é predominante na maioria dos acessos, na faixa de
0,82 a 3,85 mg/g de albumen (Makkar et al., 1997 ; Martinez-
Herrera et al., 2006). Esta substancia caracteriza-se como uma
complexa mistura de ésteres do forbol tetraciclico diterpeno,
que apresentam atividades carcinogénicas e agao inflamatdria
(Santos et al., 2008).

Silva et al. (2011), estudando niveis de inclusdo de torta de
pinhdo-manso como fonte alimentar observou que a DL deste
produto estd adequada a uma equagao cubica (-0,129x3+3,45x2-
29,86x+136,2; R? = 0,940) correspondendo a 42,85% de
inclusdo. No entanto, ndo se pode precisar quais sao os efeitos
deletérios da inclusdo deste produto na alimentagéo animal
(Hirota et al., 2010).

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de dietas
acrescidas de torta de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) no
desempenho e metabolismo de ratos Wistar machos.

Material e métodos

As tortas de pinhdo-manso (TPM), resultantes da extracédo de
6leo por prensa mecénica, foram adquiridas em uma unidade
industrial de esmagamento da Fazenda Paraiso, localizada no
municipio de Dourados — MS.

A torta de pinhdo-manso foi analisada quanto aos seus teores
de umidade, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas, conforme
metodologia descrita na Association of Official Analytical
Chemists (A.O.A.C., 2000). O conteudo de umidade foi
determinado submetendo-se as amostras a 100°-105°C, em
estufa até peso constante. O teor de proteina bruta foi obtido pela
multiplicagéo da porcentagem de nitrogénio total, determinado
pelo método de Kjeldhall e multiplicado pelo fator 6,25. Foram
determinados niveis de extrato etéreo utilizando-se o aparelho de
extragdo de Soxhlet, tendo-se como solvente o éter de petréleo
(p.e. 30 — 60°C) com refluxo continuo através da amostra, por 6
horas. A concentragéo de cinza foi determinada carbonizando-se
a amostra em mufla a 600°C, até peso constante. As analises
de éster de forbol foram realizadas no laboratério da Embrapa
Agroenergia. Foram utilizados 24 ratos (Processo CEUA-
261/11), machos albinos (Rattus norvergicus) da linhagem
Wistar, provenientes do biotério da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS), em fase de crescimento e com
peso médio inicial 109,38+6,16g. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais, em sala com temperatura de 26°C (ciclo
dia:noite 12 horas) e com acesso a ragéo e agua ad libitum, por
um periodo de 21 dias.

A dieta controle para alimentagcédo dos ratos foi uma dieta
comercial contendo como ingredientes, milho integral moido,
farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato
bicalcico, cloreto de sddio, premix vitaminico (Vitamina A
12.000,00 UI; vitamina D3 1.800,00 Ul; vitamina E 30,00 mg;
vitamina K3 3,00 mg; vitamina B1 5,00 mg; vitamina B2 6,00 mg;
vitamina B6 7,00 mg; vitamina B12 20,00 mcg; niacina 60,00 mg;
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acido pantoténico 20,00 mg; acido félico 1,00 mg, biotina 0,05
mg; colina 600,00 mg) minerais (Ferro 50,00 mg; zinco 60,00
mg; cobre 10,00 mg; iodo 2,00 mg; manganés 60,00 mg; selénio
0,05 mg; cobalto 1,50 mg.) e aminoacidos (Lisina 100,00 mg;
metionina 300,00 mg.). A dieta comercial foi moida e acrescida
de 4,281% TPM (10%DL,, segundo Nascimento et al., 2010),
sequencialmente estas foram umidificadas com agua destilada
(30%) e formadas pelletes que foram secadas em estufa de
circulagédo (65°C) por 48 horas. Estes foram armazenados em
saco plastico e mantidos sob refrigeracéo para o fornecimento
diario de ragao para os ratos.

Os ratos utilizados foram pesados e distribuidos aleatoriamente
em dois grupos com doze animais, constituindo os tratamentos:
controle — dieta comercial e dietas contendo 4,281%TPM
(Tabela 1).

Tabela 1: Composi¢éo bromatolégica das dietas experimentais

% Torta de
Controle pinhdo-manso
Dieta Comercial 100 95,72
Torta de pinh&o-manso - 4,28
Umidade (%) 12,50 12,20
Proteina Bruta (%) 22,00 22,30
Extrato Etéreo (%) 4,50 4,88
Matéria Mineral (%) 10,00 9,87
Matéria Fibrosa (%) 8,00 9,37
Carboidratos (%)’ 55,50 53,58
Energia metabolizavel (kcal/g)? 3.095,00 3.070,76

‘carboidratos=MS-(PB-EE-FB-MM); 2EM = (PBx3,5)+(EEx8,5)+(ENNx3,5)

Adieta foi fornecida quatro vezes ao dia para cada rato, podendo
assim fornecer a ragdo de forma que estivesse disponivel ao
animal. O consumo de ragdo foi acompanhado durante todo
periodo experimental, para o calculo de consumo médio diario.
Aavaliagdo do crescimento foi realizada através dos parametros
de peso final, ganho em peso (GP), ganho em peso diario (GPd),
consumo alimentar, consumo de proteina, conversao alimentar,
taxa de crescimento especifico (TCE), taxa de eficiéncia proteica
(TEP) e Sobrevivéncia (S).

Ao fim do periodo de alimentagdo os animais foram anestesiados
para a coleta de sangue a fim de realizar as analises bioquimicas.
Posteriormente estes foram eutanasiados por anestesia
inalatéria com halatano (Comité de ética em experimentacéo
animal — 261/11). A coleta do figado ocorreu apéds jejum prévio
de 12 horas. O figado foi pesado e retirada uma amostra para
as analises do metabolismo hepatico. Com o peso do 6rgao
foi calculado o indice hepatossomatico (IHS) = peso do 6rgao/
peso do animal.

Amostras de figado foram diluidas em agua destilada, na
propor¢cao 1/10. Os tecidos foram homogeneizados em
homogeneizador mecénico tipo Potter Elvehjem com trés
“strokes” de 30 segundos a 1.000rpm, sob banho de gelo.



Apods a homogeneizagéo, os extratos foram centrifugados a
13.400 x g por trés minutos, determinando as concentragbes
de proteina totais (Bradford et al., 1976) e teor de aminoacidos
livres (Copley (1941). Aanalise da atividade das enzimas alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase foi realizada em
amostras de figado. Estes tecidos foram homogeneizadas com
tampéo fosfato de sddio pH 7,2. Posteriormente, centrifugados
a 4°C por trés minutos a 600 x g. As atividades das enzimas
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase (Reitman
e Frankel, 1957).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
com dois tratamentos e doze repeti¢cdes. As diferengas entre os
grupos foram determinadas pela analise de variancia (ANOVA),
e quando significativos (P<0,05), comparados pelo teste Tukey.

Resultados e discussao

O desenvolvimento dos ratos Wistar machos alimentados com a
dieta suplementada com 4,3% TPM encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Avaliagdo de desenvolvimento de ratos Wistar (Rattus norvergicus) alimentados
com dieta comercial (controle) e com dieta acrescidas de TPM (J. curcas L.)
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se a presenca do éster de forbol. Este constituintes podem afetar
a palatabilidade da dieta interferindo na ingestédo. Outro fator
pode estar relacionado com as lesées no aparelho digestério
dos animais que ingerem por um periodo dietas acrescidas por
torta de pinhdo manso, afetando assim a capacidade digestiva.

O consumo e ganho em peso foram deprimidos pela inclusao
de torta de pinhdo-manso na alimentagdo. Mariz et al. (2008)
observou que a administragdo de extrato de J. gossypiifolia
provocou perda de peso dos ratos seguido de 6bito. A perda
de peso dos animais é a forma mais comum de demonstragéo
do processo de intoxicagcdo. Santos et al. (2008) relatam
que os casos de intoxicagdo por J. curcas raramente sédo
comprovados, ja que a forma de manifestagado de intoxicagao
que sao registradas séo alteragdes gastricas, sendo os casos
de morte raros devido a diminui¢cdo da ingestado. Neste contexto
de ingestdo de substancias antinutricionais, relatou-se que
ratos apresentaram perda de peso, diminui¢do do crescimento,
da conversao alimentar e da taxa de utilizagdo proteica ao
consumirem ragbes que continham inibidores de protease e
lectina (Armour et al., 1998).

Observa-se perda de massa do
figado, mas que nao refletiu no
indice hepatossomatico. Esta

relagédo entre peso do animal

indices Controle Torta PM - -
e peso do figado nao sofreu
Peso inicial 111,86 * 5,43 106,90 =+ 7,35 mudangas devido ao pouco
Peso Final 24218 + 1647 172,33 + 1290 b  Peso adquirido durante a fase
experimental (Tabela 3).
Ganho em peso (g) 130,33 + 18,48 6543 + 16,21 b .
Silva et al. (2011) descreve que
Ganho em peso diério (g) 521  + 0,74 262 + 065 b  em ratos submetidos & dose de
Consumo alimentar (g) 67950 + 0,05 369,16 + 007 b 30 e 40% de incluséo de torta de
pinhdo manso houve aumento de
Consumo de protel'na (g) 149,49 + 0,13 81,66 + 0,12 b 17,520/0 no indice hepatossométlco
Conversao alimentar (% de peso vivo.dia®) 531 £ 0,76 6,00 * 165 em relag&o ao grupo controle. Em
estudos posteriores com peixes
Taxa de crescimento especifico (%.dia ') 0,43 + 0,05 0,27 + 006 b (Fernandes, 2010), frangos (El-
Taxa de eficiéncia protéica 087 + 0,2 0,80 + 0,20 Badwi et al., 1995) foram descritos

Valores expressos em média + de n=12 ratos. Letras diferentes distintas na linha reportam diferenca significativa

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O ganho em peso apresentou o0 mesmo comportamento do
consumo de alimen-to, refletindo consequentemente em
diferencas na conversédo alimentar (Ta-
bela 1).

O desenvolvimento dos ratos Wistar
machos alimentados com a dieta
suplementada com 4,3% TPM foi afetado

que a alimentagdo contendo
farelo de pinhdo-manso provoca
alteragbes hepaticas como sinais
de congestdo e varios niveis de
degeneracédo e necrose do figado.

Tabela 3: Par&metros metabdlicos hepaticos de ratos Wistar (Rattus norvergicus)
alimentados com dieta comercial (controle) e com dieta acrescidas de
TPM (J. curcas L.)

pela inclusédo de torta de pinhdo-manso.
O consumo de alimento dos ratos foi

interferido pela inclusdo tendo uma
diminuicéo de 45,67% em relagéo a dieta
controle. O pinhdo-manso apresenta
substancias como o latex que é
bastante caustico e possui propriedades
antimicrobianas (Sato et al., 2007).
Santos et al. (2008) descrevem a agao
hipoglicemiante e cicatrizante, a atividade
antitumoral, antiinflamataria e larvicida do

indices Controle Torta PM

Peso do figado 10,92 + 1,00 A 750 £ 1,24 B
indice hepatossomatico 4,52 + 0,50 434 % 0,53
Alanina aminotrasferase (U.L-") 31509 + 983 333,66 + 132,33
Aspartato aminotrasferase (U.L") 379,95 + 944 437,23 + 39,94
ALT/AST 083 + 1,04 0,76 + 3,31
Proteina hepatica (g.dl") 203 + 034 A 1,41 ¢ 0,29 B
Aminoacidos hepaticos (umol.g-') 229 + 091 B 3,33 £ 0,52 A

pinhdo-manso, além de suas atividades
toxicoldgicas. Dentre os toxicos destaca-

Valores expressos em média + de n=12 ratos. Letras diferentes distintas na linha reportam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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No tecido hepatico observou-se diminuicdo da fragado proteica
concomitante com o aumento nos teores de aminoacidos livres
nos animais submetidos a dieta contendo farelo de pinhdo-manso
(Tabela 3). No estudo em questdo, observou-se um discreto
aumento na atividade das enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e asparto aminotransferase (AST) (Tabela 3). Todos os
grupos apresentaram valor de Hemoglobinas e hematdcritos
dentro do valor de referéncia (Tabela 4). Nao foram reportados
diferencas no equilibrio eletrolitico nos ratos alimentados com
dietas acrescidas de TPM(Tabela 4). Nos ratos alimentados
com dietas acrescidas TPMobservou-se diminui¢cdo dos niveis
séricos de potassio (Tabela 4). Nao foi observado modificagbes
da dinamica respiratdria e no equilibrio acido-basico (Tabela 4).

Tabela 4: Pardmetros sanguineos, eletrdlitos e par&dmetros respi-ratérios de
ratos Wistar (Rattus norvergicus) alimentados com dieta comercial
(controle) e com dieta acrescidas de TPM (J. curcas L.)

alfa-cetoglutarato = oxaloacetato + glutamato. Esta é encontrada
em altas concentragdes no citoplasma e nas mitocondrias do
figado, e quando este tecido € danificado, a AST é observada em
altas concentracdes (Ravel, 1997). Mariz et al. (2006) descreve
aumento 21,6% do valor maximo de referéncia (89 U/L) da AST
em ratos tratados dom J. gossypiifolia ressaltando que esta
condigdo decorrer de dano hepatico grave, considerando-se
que a sintese dessa proteina ocorre exclusivamente nas células
hepaticas. Alguns autores relatam que o aumento da AST pode
significar distrofia muscular (inclusive no musculo cardiaco) e
embolia pulmonar, além de outras condi¢des clinicas (Ravel,
1997; Mariz et al., 2008). Constatou-se que o uso de 4,3%
de inclusdo TPM em dietas para ratos provoca diminuigao
do crescimento e sobrecarga das fungdes
hepaticas dos ratos.

Para Harkness e Wagner (1993), os valores
médios de Hemoglobinas para roedores variam
de 11g/dL a 18g/dL e os de hematdcritos entre

Parametros Controle M 36% e 48%. Considerando esta referéncia,
N - todos os grupos apresentaram valor de
Parametros hematolégicos . o .

_ Hemoglobinas e hematocritos dentro deste
Hemoglobina (g.dL™") 14,72 + 0,99 1420 + 1,88 intervalo. Nao foram reportados diferencas no
Hematocrito (%) 40,58 = 0,71 41,18 * 4,42 equilibrio eletrolitico nos ratos alimentados com

Eletrélitos sanguineos dlgtas acreSC|das~de farelo' dg plnhao-mansq.
o Discretas elevagdes de sodio podem refletir
Sédio (mEq/L) 133,40 £ 3,66 142,78 £ 530 desequilibrio hidroeletrolitico, possivelmente
Potassio (mEq/L) 4,04 * 0,35 2,78 * 0,62 geradas por diarréias (Mariz et al., 2006). A
Parametros respiratérios diminuigao dos nl'vei.s s'éricos de po}éssio ngste
estudo deve ser atribuida a redugdes efetivas
pH 738 x 005 739 x 003 no conteudo corporal de potassio devida a uma
Presséo de O, 54,36 * 12,21 43,87 + 15,09 menor ingesta de alimento. As manifestagbes
Presséo de CO, 4116 + 633 36,36 * 497 clinicas da hipopotassemia sao carapterizadas
) por fragueza muscular. Nos ratos alimentados
Bicarbonato 23,80 = 1,30 21,24 £ 260

com dietas acrescidas de TPM foi observada

Valores expressos em média + de n=12 ratos. Letras diferentes distintas na linha reportam

diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

As alteragdes nos parametros séricos de aminoacidos livres
dos animais submetidos a dieta contendo farelo de pinhao-
manso sugerem de degradagao proteica para fins energéticos,
respaldadas pelo aumento das enzimas ALT e AST. A ALT é
uma enzima que catalisa a reagao: alanina + alfa-queroglutarato
= piruvato + glutamato é encontrada em altas concentragdes
apenas no citoplasma do figado, o que torna o seu aumento mais
especifico de lesao hepatica; no entanto, pode estar aumentada
em conjunto com a AST em miopatias (doengas musculares)
severas. AAST é uma enzima que catalisa a reagao: aspartato +
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piloerecédo e encontravam-se prostrados.

Nao foi observado modificagdes da dinamica

respiratéria e no equilibrio acido basico. A
diminuig&o na PaO, e PaCO, como forma de compensagé&o para
manter o equilibrio acido-basico. Segundo Keen e Gamperl,
(2012) as variagdes PaO, e PaCO, podem ser compensadas
por alteracbes cardiacas.

Conclusao

Conclui-se que a inclusao de torta de pinhdo-manso na
alimentagcéo de ratos afeta negativamente o crescimento e
provoca alteragdes deletérias hepaticas.

O estudo foi aprovado pela comissédo de bioética e foi realizado de acordo com as normas técnicas de biosseguranca e ética.

Processo CEUA- 261/11.
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