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RESUMO

Ricinus communis, conhecida como mamona ou carrapateira, € uma oleaginosa de distribuicdo
mundial e de importante papel nas intoxicacbes de animais domeésticos. Sua toxicidade
complexa envolve diferentes tipos de toxinas, como a ricina e a ricinina, que estdo presentes
em diversas partes vegetais, assim como nos residuos da produ¢do do éleo de mamona. A
manifestacdo da intoxicacdo varia de acordo com a quantidade de material ingerida, espécie
envolvida, suscetibilidade individual e incluem sintomatologia gastrointestinal, pela acdo da
ricina, e sintomatologia neuroldgica, pela acdo da ricinina. O presente trabalho tem como
objetivo desenvolver e validar uma metodologia analitica para determinacdo dos niveis de
ricinina em amostras de urina, figado e fluido ruminal bovino, para utilizagdo como marcador
quimico auxiliar no diagnostico laboratorial de intoxicacdo por Ricinus communis. Foi
desenvolvida uma metodologia utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccdo por ultravioleta e outra utilizando cromatografia em camada delgada (CCD) em fluido
ruminal. A metodologia por CCD gera resultados qualitativos, mas é de simples implantagéo e
baixo custo. Neste estudo, a detec¢do de ricinina por CCD apresentou melhor sensibilidade
utilizando fluorescéncia na sua avaliacdo (0,5 pg) do que apos revelacdo com o reagente de
Dragendorff (1,0 ug). Porém, diante das concentra¢fes muito baixas de ricinina nas amostras,
esta metodologia pode néo ser sensivel o suficiente para muitos casos. A metodologia de CLAE
desenvolvida neste estudo apresentou limite de detecgé@o (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
da ricinina variando conforme o comprimento de onda utilizado, sendo inferiores quando
utilizado 208 nm, seguido por 308 nm e 315 nm. Nas amostras de figado, o LD foi de 0,375
pg/mL (utilizando comprimento de onda de 218 nm) e 1,25 pg/mL (315 nm) e o LQ foi 1,25
pug/mL (218 nm) e 4,175 pg/mL (315 nm). Para as amostras de fluido ruminal e urina, o LD foi
de 0,15 pg/mL (218 nm) € 0,5 pg/mL (315 nm) e 0 LQ foi de 0,5 pg/mL (218 nm) e 1,67 ug/mL
(315 nm). Dessa forma, a deteccdo de ricinina para confirmagdo da intoxicagdo em animais
pelo consumo da mamona pode ser feita utilizando a metodologia de extragdo apresentada neste
trabalho e anélise por meio de CLAE e detec¢édo por UV-Vis das amostras de figado, urina e
fluido ruminal. Por outro lado, a andlise por CCD ndo é adequada para utilizacdo na

confirmagé&o de casos de intoxica¢es por mamona em fluido ruminal.

Palavras-chave: Plantas toxicas, intoxicagdo em animais, ricinina, ricina.



ABSTRACT

Analytical methods for determination of ricinin in biological samples in the diagnosis of

Ricinus communis poisoning

Ricinus communis, known as castor bean, is an oilseed with worldwide distribution and is
important in poisoning domestic animals. Its complex toxicity involves different types of
toxins, such as ricin and ricinin, which are present in various plant parts and in residues from
castor oil production. The manifestation of poisoning varies according to the amount of
material ingested, species involved, and individual susceptibility, including gastrointestinal
signs due to the action of ricin and neurological symptoms due to the action of ricinin. The
present study aims to develop and validate an analytical methodology for determining ricinin
levels in urine, liver, and bovine ruminal fluid samples, for use as an auxiliary chemical marker
in diagnosing poisoning by R. communis. A methodology was developed using high-
performance liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet detection, and another was used
using thin-layer chromatography (TLC) in ruminal content. The TLC methodology generates
qualitative results but is simple to implement and has a low cost. In this study, the detection of
ricinin by TLC showed better sensitivity using fluorescence in its evaluation (0.5 pg) than after
development with the Dragendorff reagent (1.0 pg). However, given the samples’ very low
concentrations of ricinin, this methodology may not be sensitive enough for many cases. The
HPLC methodology developed in this study showed the detection limit (LD) and quantification
limit (LQ) of ricinin varying according to the wavelength used, being lower when using 208
nm, followed by 308 nm and 315 nm. In liver samples, the LD was 0.375 ug/mL (using a
wavelength of 218 nm) and 1.25 pg/mL (315 nm) and the LQ was 1.25 pg/mL (218 nm) and
4.175 pg/mL (315 nm). For rumen fluid and urine samples, the LD was 0.15 pg/mL (218 nm)
and 0.5 pg/mL (315 nm) and the LQ was 0.5 pg/mL (218 nm) and 1.67 pg/mL (315 nm). Thus,
the detection of ricinin to confirm poisoning in animals due to consumption of castor beans can
be done using the extraction methodology presented in this work and analysis by HPLC and
UV-Vis detection of liver, urine, and ruminal fluid samples. On the other hand, TLC analysis

IS unsuitable for confirming cases of poisoning by castor beans in ruminal fluid.

Keywords: Poisonous plants, animal poisoning, ricinin, ricin.
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1 INTRODUCAO

Planta toxica de interesse pecuério é aquela que, quando ingerida pelos animais, em
condicdes naturais, causa danos a salde ou mesmo a morte. Esta devera ter sua toxicidade
comprovada experimentalmente em determinada espécie animal para ser considerada toxica
(Tokarnia et al, 2012). Até o presente momento, foram descritas pelo menos 163 espécies de
plantas tdxicas de importancia pecuaria no Brasil (Riet-Correa et al, 2023).

A presenca de plantas toxicas em areas de pastagem representa um desafio significativo
para a pecudria, exigindo atencdo e acdes proativas para proteger a salde dos animais e a
viabilidade econémica das propriedades rurais. A criacdo de animais de producdo em pastagens
nativas ou cultivadas, especialmente em sistemas extensivos ou semi- extensivos, proporciona
um acesso mais amplo aos animais a diversas espécies de plantas, incluindo aquelas que sao
toxicas. Essa exposicdo aumenta o risco de surtos de intoxicacfes, que tém se tornado uma
preocupacao crescente na pecudria brasileira (Pessoa et al., 2013).

As intoxicacdes por plantas podem resultar em perdas econdmicas diretas, como queda
no desempenho ou 6bito, e/ou perdas econémicas indiretas, como custos de tratamento de
animais acometidos, controle e prevencdo de novos casos de intoxicacdo (Tokarnia et al.,
2012). A intoxicacdo por plantas esta entre as trés causas mais comuns de mortes de bovinos
adultos no Brasil (de Melo e de Almeida, 2020) e com base em dados obtidos de laboratdrios
de diagnostico de diferentes regibes brasileiras, as perdas anuais devido a morte de animais
causada por plantas foram estimadas em aproximadamente 1,3 milhdo de bovinos, 422.000
ovinos, 58.000 caprinos e 38.500 equinos de uma populacdo de quase 220 milhdes de bovinos,
17,6 milhdes de ovinos, 9,3 milhdes de caprinos e 5,5 milhdes de equinos (Riet-Correa et al.,
2023). Diante desse cenario, o desenvolvimento de pesquisas voltadas ao estudo das
intoxicacdes por plantas é fundamental. A partir dessas informacdes, € possivel criar estratégias
de manejo e controle para minimizar a exposi¢cdo dos animais a essas espécies, promovendo
uma producdo animal mais saudavel e sustentavel.

Ricinus communis, popularmente conhecida como mamona ou carrapateira, é
frequentemente citada como causa de intoxicagdo em animais de produgéo em todo o Brasil
(Riet-Correa et al., 2012; Neto et al., 2013; Chagas et al., 2016; Riet-Correa et al., 2017,
Francischini et al., 2018; Reis et al., 2020; Alves et al., 2021; Paim et al., 2023). A intoxicacao

natural por mamona em animais foi relatada em bovinos (Albuquerque et al., 2014), ovinos
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(Bianchi et al., 2018), caprinos (Machado et al., 2022), equinos (Montdo et al., 2018) e caninos
(Soto-Blanco et al., 2002). Experimentalmente, a toxicidade da mamona ja foi comprovada em
bovinos (Marin et al., 2018), ovinos e caprinos (Armién et al., 1996; Bezerra e Brito, 1995),
suinos (Araujo e da Silva, 2021) e coelhos (Britto e Tokarnia, 1997).

A mamona representa importancia toxicolégica para humanos e animais por conter uma
mistura de substancias téxicas, como a ricina, a hemaglutinina de R. communis e o alcaloide
ricinina. A ricina é uma toxina inativadora do ribossomo tipo I, encontrada nas sementes (Brito
et al., 2019). A maioria dos casos de intoxica¢fes por mamona, tanto pela ingestdo de forma
acidental ou por fome, sdo causados pela ricina, causando graves perturbacdes digestivas nos
animais (Riet-Correa et al., 2017). As intoxica¢Ges também podem ocorrer apds a ingestdo dos
produtos processados, como da torta de mamona (Soto-Blanco et al., 2002; Brito et al., 2019).

A ricinina (1,2-di-hidro-4-metoxi-1-metil-2-oxo-3-piridinocarbonitrila) € uma toxina
da classe dos alcaldides piperidinicos de baixa massa molecular (164,2 mol) (Coopman et al,
2009). Todas as partes da mamona contém ricinina (Franke et al., 2019). O consumo de folhas
e pericarpo pode provocar sinais neurolégicos agudos, que sao atribuidos a ricinina (Bianchi et
al., 2018).

O diagndstico da intoxicacdo por R. communis é baseado na epidemiologia, sinais
clinicos, achados patoldgicos e laboratoriais, sendo rara a confirmacéo da exposi¢do por meio
de testes toxicologicos. Assim, muitos casos de toxicose por mamona podem ser
diagnosticados incorretamente ou permanecer ndo identificados. A dificuldade para a
confirmacéo do diagndstico de intoxicacfes naturais por mamona € a falta de metodologia
analitica que permita a identificacdo da toxina nos animais intoxicados, estabelecendo de forma
inequivoca que houve o consumo da planta. Essa confirmacdo da exposic¢do é importante no
diagnostico de toxicose por ricina, ja que a ingestdo de mamona nem sempre € fatal, as les6es
histologicas sdo inespecificas e o grau de mastigacéo pode influenciar a dose efetiva de ricina
(Mouser et al., 2007).

A determinacédo da ricina em amostras de casos suspeitos de intoxicacdo é complexa e
onerosa, devido a baixa concentracdo e a fragmentacdo e complexacdo com proteinas nos
tecidos, favorecendo a ocorréncia de casos falso-negativos. Por outro lado, a ricinina pode
servir como um biomarcador para exposicao a ricina (Coopman et al., 2009; Machado et al.,
2022). Sua deteccdo em amostras bioldgicas coletadas de casos suspeitos de envenenamento
confirma a exposicdo a qualquer parte da planta de mamona. A utilizacdo da ricinina como
marcadora da intoxicacao ja foi realizada amostras de urina (Johnson et al., 2005; Coopman et

al., 2009), sangue e humor vitreo (Coopman et al., 2009) de humanos, conteido gastrico de cdo
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(Mouser et al., 2007) e conteudo ruminal e figado de caprinos (Machado et al., 2022). As
metodologias analiticas incluiram a cromatografia liquida com detec¢do por ultravioleta
(Machado et al., 2022) e por espectrometria de massas (Johnson et al., 2005; Mouser et al.,
2007; Coopman et al., 2009).

Este projeto visa o desenvolvimento de metodologias para deteccdo da ricinina em
amostras de urina, figado e contetdo ruminal de bovino, utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), adaptando metodologias desenvolvidas para plantas e outras amostras.
As técnicas de CLAE propiciam resultados quantitativos. Por outro lado, a cromatografia em
camada delgada (CCD), também utilizada neste trabalho para analise do fluido ruminal de
bovino, gera resultados qualitativos e € menos sensivel, mas é de simples implantacdo e de
menor custo, viabilizando sua implantacdo em grande nimero de laboratérios. Estas
metodologias poderdo ser utilizadas para confirmar ou descartar o0 consumo de mamona em

casos de animais suspeitos da intoxicacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias analiticas para determinagéo
dos niveis de ricinina em amostras de urina, figado e fluido ruminal bovino, para utilizacdo
como marcador quimico auxiliar no diagndstico laboratorial de intoxicacdo por Ricinus

communis.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver uma metodologia para identificacdo de ricinina em fluido ruminal bovino
utilizando cromatografia em camada delgada (CCD);

e Desenvolver e validar uma metodologia analitica para quantificacdo de ricinina em
urina, contetdo ruminal e figado bovino utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia- deteccdo por arranjo de diodos (CLAE-DAD).
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3 REVISAO DE LITERATURA

Ricinus communis, popularmente conhecida como mamona, € um arbusto da familia
Euphorbiaceae de distribuicdo mundial, cultivada para producdo industrial e como planta
ornamental, além de ser invasora de pastagem. Possui facil cultivo, tolerancia a seca e boa
adaptacéo a diferentes tipos de clima e solo (Oliveira et al., 2005).

A mamona é uma planta perene, herbacea ou semi-lenhosa, podendo atingir até 5
metros de altura. As folhas sdo palmadas, com 5 a 11 Iébulos profundamente incisos, de
coloracdo verde a arroxeados ou verde-avermelhados e com 30 a 75 cm de diametro. O caule
é de cor verde a roxo-avermelhado e possui entrends ocos. A inflorescéncia apresenta coloracdo
amarelo-esverdeadas, que nascem em espigas de até 30 cm de comprimento préximas ao topo
dos caules. As flores femininas estdo na metade superior da inflorescéncia e apresentam
estigmas vermelhos visiveis. As flores masculinas estdo na metade inferior da inflorescéncia e
apresentam anteras amarelas vistosas. Seus frutos sdo cédpsulas espinhosas, com didmetro
variando de 1,27 cm a 2,54 cm, de coloragdo amarelo-esverdeado, evoluindo para marrom
conforme amadurecimento. Cada capsula possui 3 casas contendo sementes que se assemelham
a carrapatos, de superficies lisas e coloracdo preta com manchas brancas (Kumar, 2017;
Oliveira et al., 2007).

Ricinus communis é cultivada mundialmente em escala industrial para a producao de
6leo de ricino, caracterizado pelo alto teor de &cido ricinoleico, que corresponde a
aproximadamente 89% do volume do 6leo (Chakraborty et al., 2020). A partir das sementes da
mamona se extrai o 6leo de ricino. Este representa, em média, cerca de 46 a 55% do peso de
cada semente. A extracdo é feita por prensagem mecénica e por meio de solventes como
hexano, heptano e éteres de petrdleo. O 6leo de mamona tem aspecto viscoso, coloracdo
amarelada, ndo volatil e ndo secante, ndo comestivel e possui um leve odor caracteristico. Em
relacéo a outros 6leos vegetais, tem um bom prazo de validade e ndo fica rangoso a menos que
seja submetido a calor excessivo (Ogunniyi, 2006).

Este 6leo e utilizado para producédo de biocombustiveis/biodiesel e como matéria-prima
de lubrificantes, tintas, revestimentos, produtos cosméticos e para diversos fins médicos, como
laxante ou para tratamento de infeccdes e inflamacdes (Worbs et al., 2011).

A India, China e Brasil produzem aproximadamente um milhZo de toneladas de 6leo
de mamona anualmente para producdo de biodiesel (Mutlu et al., 2010). A regido Nordeste do
Brasil é responsavel por 85% da area plantada com a cultura no pais e por mais de 78% da

producdo nacional de bagas (de Oliveira, 2011). O Programa Nacional de Producéo e Uso de
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Biodiesel (PNPB) inseriu a producdo de biodiesel pela mamona, com objetivo de estimular a
producdo do biodiesel no pais de forma sustentavel, econémica e social (César et al., 2011).

Dentre 0s 6leos vegetais, 0 6leo da mamona apresenta um maior destaque, devido a
disponibilidade, custo-beneficio, biodegradabilidade e facilidade de extracdo de sementes de
mamona, aliado a sua boa cultura e adaptabilidade em regides tropicais e subtropicais. No
Brasil, estudos envolvendo diferentes aplicagcdes desse 6leo tém sido desenvolvidos. Dentro
das diferentes gamas de aplicacdes, a conversao em polidis tem ganhado destaque, devido a
quantidade de acidos graxos encontrados em sua estrutura, especialmente o acido ricinoleico
(Gongalves et al., 2022).

Ap0s a extracdo do 6leo, o subproduto mais abundante é a torta de mamona, que
representa cerca de metade do peso da mamona e possui teor de proteina de 34 a 36%. Com a
decorticacdo, o contetudo proteico do bolo pode ser aumentado ainda mais para 60%,
representando uma boa fonte de proteina para animais. Apesar disso, a torta de mamona nao
ganha destaque como suplemento proteico devido a sua toxicidade, causada principalmente
pela proteina altamente tdxica ricina e pelo alcaloide menos toxico ricinina (Anandan et al.,
2005). A ricina é uma proteina sollvel em agua e, portanto, ndo é encontrada no 6leo de
mamona, sendo assim o 6leo de mamona de qualidade industrial foi considerado seguro. Varios
métodos, incluindo tratamentos fisico, quimico e bioldgico, tém sido empregados para
desintoxicar a torta de mamona para uso na alimentacdo de animais (Worbs et al., 2011), como
0 uso de autoclave e 6xido de célcio (Borja et al., 2007) e o uso de hidroxido de sodio e 6xido
de calcio (Andrade et al., 2019). O aproveitamento econdmico e ecoldgico da torta de mamona
se faz através do seu uso como fertilizante ou adubo organico e como matéria-prima para a
producdo de amino&cidos, plasticos (principalmente os biodegradaveis) inseticidas, entre
outros produtos (Severino et al., 2012).

3.1 Toxicidade de Ricinus communis

A mamona representa importancia toxicoldgica para humanos e animais por conter uma
mistura complexa de substancias toxicas, como a ricina inativadora do ribossomo tipo Il, a
hemaglutinina de R. communis e o alcaloide ricinina. Compostos como &cidos graxos,
flavonoides e saponinas, também encontrados na planta, apresentam efeitos deletérios sobre
bactérias, virus, fungos, invertebrados e outros animais (Brito et al., 2019).

Todas as partes da planta possuem o principio toxico ricina, mas as sementes

apresentam maior concentracdo e causam a maioria das intoxicagoes, tanto pela ingestdo de
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forma acidental ou por fome, causando graves perturbacdes digestivas nos animais (Riet-
Correa et al., 2017). As folhas também sdo ricas em ricinina (Franke et al., 2019) e a ingestdo
de folhas e pericarpo pode provocar sinais neurolégicos agudos (Bianchi et al., 2018). As
intoxicacOes também podem ocorrer apos a ingestdo dos produtos processados, como da torta
de mamona (Soto-Blanco et al., 2002; Brito et al., 2019).

Devido a essa toxicidade, R. communis é frequentemente citada pelos agricultores como
causa de morte, no Brasil, principalmente de bovinos. Na regido do semiarido de Pernambuco
e da Paraiba, a mamona é citada como importante planta txica em diferentes levantamentos
epidemioldgicos (Riet-Correa et al., 2017).

As propriedades dos constituintes da planta e das sementes sdo influenciadas pela
regido geografica, estacdo do ano, periodo de crescimento da planta, momento da colheita dos
gréos (teor de umidade) e cultivar de R. communis em questdo (Audi et al., 2005; Nunez et al.,
2017).

3.1.1 Ricina

A ricina é uma das toxinas vegetais mais toxicas. Purificada, a ricina € um p6 branco,
solivel em &gua e estavel em condicBes ambientes. O aquecimento por 10 minutos a 80 °C ou
por 1 horaa 50 °C (pH 7,8) pode levar a sua inativacao (Audi et al., 2005), processo importante
para detoxificacdo dos residuos da producdo do 6leo de mamona. A cadeia A da ricina também
tem sido usada como antigeno de vacina para induzir anticorpos (Moshiri et al., 2016).

A ricina é uma potente toxoalbumina inativadora de ribossomos tipo 2 (RIP2), que afeta
principalmente o trato alimentar. A gravidade dos efeitos depende da via de exposicéo, sendo
a inalacdo mais potente que a ingestao oral (Moshiri et al., 2016).

Apenas uma Unica molécula da cadeia A da ricina é suficiente para inativar mais de
1.500 ribossomos por minuto e induzir a morte celular (Audi et al., 2005). O conteldo de ricina
pode ser de até 1 a 5% das sementes da mamona (Bradberry et al. 2003). Vem sendo usada
como agente de guerra bioldgica e de assassinato devido a sua facilidade de acesso, relativa
facilidade de extracdo e estabilidade (Moshiri, M. et al 2016).

A toxina ricina € um heterodimero, que compreende uma cadeia A e uma cadeia B,
ligadas por uma Unica ligagdo dissulfureto. A cadeia A confere toxicidade celular, enquanto a
cadeia B é essencial para a ligacdo celular. A cadeia B liga-se aos hidratos de carbono da
superficie celular contendo residuos terminais de acetil-galactosamina ou galactose. A ricina

pode também ligar-se a um numero limitado de linhas celulares que possuem receptores para
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esse manose, por conter grande residuos desse carboidrato em sua composicao. Dentre elas,
estdo as células do sistema reticuloendotelial, que sdo particularmente suscetiveis a toxicidade
da ricina (Bradberry et al., 2016).

Ap0s fixacdo a membrana celular e internalizacdo da toxina via endocitose, a maioria
das moléculas de ricina sdo recicladas de volta a superficie celular ou degradadas nos
lisossomos. Uma pequena minoria das moléculas de ricina atinge o complexo de Golgi e €
transportada para o reticulo endoplasmético. A proteina dissulfeto-isomerase do reticulo-
endoplasmatico separa a cadeia A da cadeia B através da quebra da ligagéo dissulfeto. A cadeia
A se insere na membrana do reticulo-endoplasmatico e escapa dos proteassomas citosolicos,
que podem degrada-la, liga-se ao RNA ribossémico 28S na subunidade ribossémica 60S e inibe
o0 alongamento da proteina, inibindo a sintese proteica (Moshiri et al., 2016).

Além da inibicdo da sintese proteica, outros mecanismos citotoxicos da ricina foram
apresentados, como desequilibrio eletrolitico, danos as membranas celulares ou alteracGes em
sua estrutura e fungéo, a liberagdo de citocinas como mediadores da inflamagdo, estresse
oxidativo hepatico e a inducdo direta de apoptose (Audi et al., 2005; Nunez et al., 2017).

Embora a funcdo endogena da ricina na da planta permaneca indefinida, especula-se
que a sua citotoxicidade possa servir como uma defesa contra herbivoros ou outros organismos

prejudiciais a R. communis (Worbs et al., 2011).

3.1.2 Ricinina

A ricinina é uma toxina pertencente ao grupo dos alcaloides piperidinicos. E encontrado
em pequenas quantidades em todas as partes da planta, incluindo as folhas e o pericarpo. Nas
sementes encontramos aproximadamente 0,2% do alcaloide. Esta substancia transloca-se na
planta dependendo da idade (Audi et al., 2005; Worbs et al., 2011).

A toxicidade da ricinina promove efeitos tipicos de estimulagdo do Sistema Nervoso
Central, provocando hiper-reatividade, convulsdes clonicas acompanhadas de alteragdes
eletroencefalograficas e subsequente morte em animais de laboratorio e bovinos. Esses efeitos
ndo estdo bem determinados em humanos. A principal hip6tese para 0 mecanismo de
aparecimento dos sinais neurologicos é o aumento da liberacdo de glutamato e a inibi¢do do
receptor pds-sinaptico do acido y-aminobutirico subtipo A (GABA) no cérebro, sem alteraces
morfoldgicas nos tecidos nervosos (Franke et al., 2019; Machado et al., 2022).

O diagnostico da intoxicagdo por ricinina é desafiador, devido a baixa mortalidade e a

auséncia de lesdes significativas (Machado et al., 2022). A ricinina ndo pode ser inativada pelo
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tratamento térmico convencional devido a sua resisténcia a altas temperaturas (ponto de fusédo
de 200 °C). E estavel na urina humana quando aquecida até 90 °C durante 1 h, bem como
quando armazenada a 25 °C, 5 °C ou -20 °C durante trés semanas (Franke et al., 2019). A
mamona é a Unica fonte natural de ricinina e pode ser co-extraida com a ricina e detectada por
cromatografia liquida ou espectrometria de massa em animais intoxicados, representando um
biomarcador indireto para rastrear intoxicagdes causadas por R. communis (Darby et al., 2001;
Nunez et al., 2017; Franke et al., 2019, Machado et al., 2022).

3.1.3 Aglutinina de Ricinus communis |

Nas sementes de R. communis, além da ricina, também encontramos a aglutinina de
Ricinus communis 1 (RCA | ou RCA120), compreendendo duas subunidades A e B. A
homologia entre RCA120 e ricina é superior a 93% entre as cadeias A e 84% entre as cadeias
B (Franke et al., 2019). Embora seja altamente homdloga a ricina, ela é categorizada como uma
proteina com toxicidade consideravelmente menor. Ao contrario da ricina, a RCA120 ndo é
diretamente citotoxica, mas mostra afinidade pelos enterocitos, levando a aglutinacéo e
hemdlise (Audi et al., 2005; Severino et al., 2012). Além disto, ndo é significativamente
absorvida pelo intestino: hemolise clinicamente significativa ocorre somente ap6s

administracdo intravenosa (Audi et al., 2005).

3.1.4 Compostos alérgenos

Sementes e pbélen de mamona apresentam proteinas alergénicas pertencentes a classe
das albuminas 2S. Os principais alérgenos de R. communis sdo denominados Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3.
Estes alérgenos sdo proteinas heterodiméricas, com duas cadeias polipeptidicas unidas por
pontes de enxofre. A atividade alergénica destas albuminas 2S é resistente a desnaturacao
térmica e quimica, podendo, mesmo apds alguns tratamentos de desintoxicacao, desencadear
alergia por contato bem como por inalagdo (Machado, 2013). Estes compostos estdo associados
a urticaria, bem como a conjuntivite ou rinite (Bradberry et al., 2003; Severino et al., 2012;
Franke et al., 2019).



22

3.2 Intoxica¢fes em animais

A intoxicacdo espontanea por R. communis é conhecida no homem e em muitas espécies
animais, incluindo caninos, aves domésticas e selvagens, suinos, equinos, ovinos, caprinos e
bovinos (Marin et al., 2018).

A intoxicacdo nos animais pode ocorrer apos ingestdo acidental de partes da planta,
assim como na ingestdo de racdo contaminada com sementes trituradas ou dos residuos da
producdo de Oleo de mamona (Jayalakshmi et al., 2019). Em geral, a intoxicacdo por R.
communis € aguda e os sinais clinicos iniciam-se poucas horas ap06s a ingestdo de folhas,
pericarpos e sementes (Machado et al., 2022).

A ingestdo de folhas e pericarpo causa sinais clinicos nervosos, pela acdo da ricinina,
enguanto a ingestéo de frutos contendo sementes causa gastroenterite grave, pela acdo da ricina
(Worbs et al., 2011; Albuquerque et al., 2014; Riet-Correa et al., 2017; Brito et al., 2019;
Machado et al., 2022).

Em bovinos, as intoxicacdes espontaneas estdo associadas a fome intensa e ocorreram
em anos de seca prolongada. No estudo de Machado et al. (2022) sobre um surto de intoxicagédo
em caprinos, 0 acesso dos animais famintos a um piquete com baixa disponibilidade de
forragem e arbustos da planta toxica foi decisivo para que ocorresse a intoxicacdo. Apesar
disso, em caprinos e ovinos a fome intensa parece ndao ser a unica condi¢do que facilita a
intoxicagdo por folhas de R. communis, j& que em outros relatos esses animais consumiram a
planta mesmo com pasto suficiente, ndo superlotados e com abastecimento adequado de agua,
sal mineral e racdo comercial (Bianchi et al., 2018; Brito et al., 2019). A presenca de folhas
murchas no pasto apds a poda da planta pode ser um fator que facilita a ingestdo e consequente
intoxicacdo. As folhas murchas podem concentrar mais toxinas e podem ser mais palataveis
para 0s ruminantes. Em caprinos, a intoxicacao pela planta ndo é comum, ja que a ingestao de
folhas parece ser um evento raro, mas facilitado por residuos de poda (Brito et al., 2019). Em
equinos e caninos a intoxicacgao ocorre mais frequentemente pela ingestéo acidental de torta de
mamona ou de adubos contendo residuos da producéo de 6leo de mamona (Monté&o et al., 2018;
Hong et al., 2011).

A maioria das sementes consumidas podem passar intacta pelo sistema digestivo, mas
a mastigacdo e a ruminagdo podem aumentar significativamente a liberagdo de ricina das
sementes, aumentando a morbidade e a mortalidade dessa intoxicagdo. A dose letal de sementes
pode variar de acordo com a idade e sensibilidade do animal, mesmo entre animais da mesma
espécie (Aslani et al., 2007; Albuquerque et al., 2014).
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Os cavalos sdo 0s mais suscetiveis a intoxicacdo por sementes da mamona (Montéo et
al., 2018). Os ovinos, bovinos e suinos sdo intermediarios, enquanto as aves sdo as mais
resistentes (Aslani et al., 2007). A dose oral letal de sementes de mamona em cavalos é de
0,1g/kg, para cabras 5,5 g/kg e galinhas 14 g/kg (Montao et al., 2018; Jayalakshmi et al., 2019).
A dose de intoxicacdo de sementes trituradas € de 2 g/kg para bovinos adultos e 0,5 g/kg para
bezerros, enquanto doses de 10g/kg de folhas frescas de R. communis causam quadro clinico
grave e a dose letal de folhas para bovinos adultos é de 20 g/kg (Albuquerque et al., 2014; Brito
et al., 2019). Para ovinos, 2,5 g/kg de sementes de mamona sao letais e a dose letal de folhas
frescas é de 30g/kg (Aslani et al., 2007). Em caprinos, doses de folhas em até 40g/kg causaram
apenas sinais clinicos leves e a dose letal de folhas frescas ndo esta estabelecida (Brito et al.,
2019: Machado et al., 2022).

Os achados clinicos e patoldgicos associados a intoxicacao por R. communis dependem
da quantidade de planta consumida e da suscetibilidade da espécie animal envolvida. Da mesma
forma, a gravidade das lesGes em mdaltiplos 6rgdos é dependente da dose. A intoxicacdo
experimental com sementes de R. communis por inoculacéo oral ou intragastrica foi descrita
em bovinos, mas descricdes detalhadas da patologia desta intoxicacdo nesta espécie sdo

escassas (Marin et al., 2018).

3.2.1 Intoxicagdo em animais por ingestdo de sementes e torta de mamona

No estudo realizado por Armién et al. em 1996 sobre a intoxicacdo experimental por
sementes de mamona em ovinos, os sinais clinicos mais notaveis incluiram falta de apetite,
apatia, colicas e diarreia, com fezes malcheirosas que variavam de pastosas a liquidas,
apresentando muco e/ou fibrina. Observou-se um aumento progressivo da taquicardia e 0s
sinais de desidratacdo foram evidentes, manifestando-se como pele seca, perda de elasticidade
e retracdo do globo ocular. Na fase final da intoxicagdo, os animais exibiam uma fraqueza
muscular significativa. Durante a necropsia, os principais achados incluiram congestdo e
inchaco da parede do trato digestivo, desde o abomaso até o colon proximal. O jejuno estava
dilatado e continha uma grande quantidade de liquido verde-claro, com fibrina presente na
forma de cilindros, filamentos ou pseudomembranas. O contetdo do ceco e do colon proximal
apresentava caracteristicas semelhantes. Nos ovinos que ingeriram as sementes inteiras de R.
communis, algumas foram encontradas no ramen. As principais alteracGes histologicas
observadas no intestino delgado incluiam necrose na parte superior da mucosa, acompanhada

de congestdo nas camadas mucosa, submucosa e serosa.
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Em cdes intoxicados por adubo organico contendo torta de mamona, 0s principais sinais
clinicos encontrados foram vomitos, dor abdominal, calafrios, febre, além de diarreia com
sangue e forte odor (Soto-Blanco et al., 2002; Hong et al., 2011). A hematologia revelou
hematdcrito muito elevado pela desidratacdo grave e hipotensao, o perfil bioquimico sérico
mostrou alta atividade de AST e ALT e altas concentracGes séricas de creatinina (Hong et al.,
2011).

Na necropsia destes caes, encontra-se congestdo e hemorragia acentuadamente graves
nas camadas mucosa e subserosa do trato gastrointestinal e mesentério com ascite hemorragica.

O figado estava discretamente palido e com algumas petéquias (Hong et al., 2011).



Figura 1: Achados patologicas de cées intoxicados por torta de mamona
(Hong et al., 2011):

A. Ascite hemorragica (seta) com intestinos inchados.

B. O figado esta um pouco palido com algumas petéquias (seta).

C. e D. Congestdo e hemorragia marcadamente graves dos tratos

gastrointestinais e mesentério.
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Figura 2: Histopatoldgico de caes intoxicados pelaingestéo de torta de mamona
(Hong et al., 2011)

A. Os sinusoides do figado mostram uma grande dilatacdo com congestéo e infiltracéo
de numerosos macrofagos fagocitadores de hemossiderina. H& degeneracéo
hepatocelular toxica e necrose com varios nicleos picndticos (seta no detalhe).

B. Os epitélios tubulares renais mostram necrose e degeneragédo vacuolar.

C. Congestdo acentuada € observada nas camadas submucosa e muscular mais do
gue na mucosa nos tratos intestinais. Numerosas células epiteliais necréticas sao
descamadas.

D. Ha varias células epiteliais intestinais degeneradas com nucleos cariorréticos (seta).

E. Numerosos nucleos cariorréticos e cariopicnéticos de linfocitos presentes em todos
os linfonodos devido a morte celular.

F. Ha inimeras infiltracdes de células carregadas de hemossiderina. Megacariocitos
(seta) presentes ocasionalmente no baco. H&E. Ampliacéo original: x50 (C), x200 (A),
x400 (insercéo de A, B, D—F).
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No relato de Montéo et al. (2018), equinos foram intoxicados ap6s ingestdo acidental
de torta de mamona. Todos 0s animais que ingeriram a torta de mamona apresentaram sinais
de intoxicacdo cerca de 21 horas depois. Os animais comecaram a apresentar sinais de colica
abdominal, abdémen distendido, fraqueza, inapeténcia, depressdo, desidratacdo, anuria,
tenesmo e polidipsia, evoluindo para decubito e 6bito em 75% dos animais cometidos. A
evolugdo clinica até o obito variou de 2 a 4,5 horas e 25% dos animais recuperaram-se em 5
dias.

As principais lesdes apresentadas na necropsia destes animais foram encontradas no
jejuno e no ileo. A mucosa desses segmentos intestinais estava avermelhada e coberta por
material fibroso amarelado. Uma grande quantidade de liquido com sangue foi encontrada no
Iimen do intestino delgado e carocos escuros semelhantes a sementes de mamona esmagadas
foram encontrados no limen do estdmago. Outras lesdes incluiram eroséo na regido fandica do
estdmago, congestdo e hemorragia no cértex adrenal e areas palidas no cortex dos rins (Montéo
etal., 2018).
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Figura 3: Achados patoldgicos de cavalos intoxicados por torta de mamona (Montao et al.,
2018)
A. Membranas mucosas do intestino delgado apresentando vermelhidao e cobertas com
material fibroso e conteldo liquido sanguinolento
B. Contelido estomacal contendo restos de sementes de R. communis.

C. Hemorragia na regido findica do estbmago.

D. Hemorragia no cértex adrenal.

As lesdes encontradas na histopatologia destes equinos sdo semelhantes as observadas
em outras espécies intoxicadas, como caninos, bovinos e ovinos, com excegdo das lesdes
encontradas no epitélio tubular renal, uma vez que foi observada congestdo nos cavalos, sem

degeneracéo e necrose tubular (Montéo et al., 2018).
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Figura 4: Histopatolégico da intoxicacdo acidental por torta de mamona em equinos (Montéo
et al., 2018)

A. Jejuno com necrose e desnudacao parcial das vilosidades e deposicado de material fibroso
eosinofilico na lamina prépria. HE, barra = 50um.

B. Jejuno com enterdcitos necroticos das vilosidades caracterizados por aumento da eosinofilia
citoplasmatica e ndcleos picnéticos (note contraste com enterdcitos sem alteracées nas
criptas); na lamina propria das vilosidades ha trombos nos capilares e células-tronco
mesenquimais com nucleos picnéticos intercalados com material fibroso eosinofilico
(necrose das vilosidades). HE, barra = 20um.

C. ileo com discreta rarefacdo centro-folicular e pequeno nimero de linfécitos com ndcleos
picnéticos. HE, barra = 50um.

D. Coértex adrenal com camada fasciculada e reticulada, congestdo, necrose e hemorragia
difusa acentuada. HE, barra = 100um.
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O estudo de Wooldridge (1918) relatou intoxicacdo em equinos pela ingestdo de
sementes de R. communis. Entre 19 cavalos que receberam uma dieta composta por aveia e
feno com sementes de mamona, 16 deles adoeceram, o que representa 84,21%, e trés (18,75%)
vieram a falecer. Por sua vez, White (1918) documentou casos em equinos de duas
propriedades pertencentes ao mesmo dono, onde os cavalos alimentados com uma mistura de
milho e sementes de mamona apresentaram uma taxa de morbidade de 100% e uma letalidade
de 16,66%. Os primeiros sintomas clinicos surgiram entre 6 e 30 horas ap0s a ingestdo das
sementes. A progressao da doenca até a morte foi de aproximadamente dois dias, segundo
Wooldridge, enquanto White observou um tempo de cerca de 24 horas.

Nestes estudos, o sinal clinico mais comum observado foi colica abdominal e
inapeténcia, seguida de emagrecimento progressivo. Alguns cavalos apresentaram diarreia,
eliminando fezes liquidas que, em outros momentos, tinham aparéncia normal. J& outros
cavalos excretaram fezes variando de normais a fezes duras e espessas, cobertas de muco. Em
nenhum momento foi observada a presenca de sangue nas fezes. As mucosas desses equinos
estavam palidas, com pulso variavel, geralmente fraco e quase imperceptivel, arritmico e, em
alguns casos, intermitente. A maioria dos cavalos tinha um coracéo agitado, com os batimentos
sendo facilmente percebidos na parede do térax e respiracao rapida e superficial, podendo
evoluir para decubito e morte. Os animais que se recuperaram da sintomatologia
gastrointestinal, apresentaram agitacdo e sintomas musculares, como espasmos tetanicos. O
coragdo continuava agitado, e nos casos mais graves, havia tremores visiveis em todo o corpo.
Muitos cavalos tinham dificuldade para se mover, com as pernas rigidas e uma postura peculiar,
enguanto a maioria mantinha as caudas elevadas e trémulas. Todos enfrentaram dificuldades
para engolir devido ao espasmo dos musculos da garganta, e alguns apresentaram envolvimento
dos musculos da mandibula, com um caso de trismo acentuado que durou cerca de dois dias,
até que os musculos comecaram a relaxar.

Na necrdpsia desses animais, encontraram peritbnio aparentemente normal a afetado
nos casos de intoxicacdo mais grave (peritonite), podendo ocorrer congestdo e areas de
hemorragias no mesenterio. Os estdbmagos apresentaram gastrite envolvendo a metade pilorica
e inflamacao estendendo-se até o intestino delgado. A mucosa estava intensamente inflamada,
mas nao foi observado Ulceras na maioria dos animais necropsiados. O conteudo do c6lon era
muito liquido, mas sem sinais de alteracBes inflamatorias na mucosa do colon de alguns
animais, enquanto em casos mais graves de intoxicacao, todo o intestino delgado e o intestino
grosso ateé a flexura diafragmatica do célon maior estavam inflamados, a parede do intestino

delgado apresentando inchago e espessamento e a mucosa intensamente congestionada e de
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coloracdo avermelhada. O jejuno foi mais afetado do que o duodeno e o intestino grosso
estavam edemaciados e inchados. O ceco e a primeira parte do célon maior estavam inflamados
e com sangramento. O restante do célon apresentava uma coloracdo acinzentada. O célon
pequeno continha um pouco de exsudato com manchas de sangue. O ceco e a primeira parte
do colon maior, incluindo a flexura diafragmatica, continham um liquido levemente tingido de
sangue. Na segunda parte do cdlon, o conteldo era mais firme, enquanto no colon e reto as
fezes eram pequenas e firmes.

Os rins e 0 bago estavam normais. O figado apresentou congestdo venosa e 0s pulmoes
estavam ligeiramente congestionados, contendo pequena guantidade de espuma na traqueia e
nos bronquios. O saco pericardico continha uma quantidade de liquido claro e os ventriculos
estavam vazios, mas as auriculas estavam distendidas. O musculo cardiaco estava mais palido
que o normal. Cascas de sementes de mamona foram encontradas no contetdo do trato

alimentar.

3.2.2 Intoxicacdo em animais pela ingestéo de folhas

No estudo realizado por Tokarnia et al. em 1975, foram conduzidos experimentos
utilizando folhas verdes recem-colhidas de talos esbranquicados e arroxeados, além de folhas
dessecadas de Ricinus communis., provenientes do Estado do Rio de Janeiro. Essas folhas
foram administradas por via oral a 25 bovinos jovens desmamados, com variagcbes nas
quantidades e nas épocas do ano. Adicionalmente, no Estado do Ceara, foram realizados
experimentos com 12 bovinos, utilizando folhas verdes recém-colhidas e folhas murchas
aquecidas, que foram deixadas expostas ao sol por uma hora. Os resultados mostraram que néo
havia diferenca na toxicidade entre as folhas de talos esbranquicados e arroxeados de R.
communis, nem entre as folhas do Rio de Janeiro e do Ceara, tampouco entre as folhas murchas
quentes e as verdes recém-colhidas. A administracdo de 20 g/kg das folhas resultou na morte
de 8 dos 12 bovinos; por outro lado, doses entre 10 e 12,9 g/kg, dadas a 11 bovinos, resultaram
na morte de apenas um animal, que ingeriu 10 g/kg. A planta ndo apresentou efeito cumulativo,
mas indicou um leve desenvolvimento de tolerancia a ingestdo. As folhas dessecadas, coletadas
até 19 semanas antes da administracdo e armazenadas em temperatura ambiente, perderam
cerca de 50% de sua toxicidade. Os principais sintomas de intoxica¢do nos bovinos expostos
as folhas de mamona, em todos os experimentos, foram neuromusculares, incluindo
desequilibrio ao caminhar, necessidade de se deitar apds breves caminhadas, dificuldades ao

se deitar, tremores musculares, producdo excessiva de saliva, movimentos de mastigacdo sem
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objetivo e eructacdo excessiva, além de recuperacdo ou morte rapidas. Os primeiros sinais
surgiram entre 3 a 6 horas ap6s a ingestdo. Nos casos em que 0s bovinos sobreviveram, 0s
sintomas persistiram por 2 a 10 horas, com um tempo méaximo de 13 horas entre a ingestdo da
planta e a recuperacédo. Nos casos fatais, 0os sintomas de intoxicacdo duraram entre 2 a 15 horas;
o intervalo entre a ingestdo e a morte variou de 5 a 20 horas. As andlises histopatologicas nos
11 bovinos que vieram a 6bito apresentaram desde leve até acentuada degeneragédo hidropico-
vacuolar no figado.

Em caprinos intoxicados pela ingestao de folhas de mamona observa-se quadro clinico
neurologico agudo, caracterizado pela diminuicdo da atividade locomotora, grave ataxia,
depressdo, incoordenacao, marcha cambaleante. Também manifestam desidratacdo, congestao
dos vasos episclerais, taquicardia, dispneia, sialorreia, depressdo, movimentos mastigatorios
constantes, desvio lateral de cabeca e pescoco (Brito et al., 2019).

As alteragbes hematoldgicas também foram discretas e consistiram em
hemoconcentracdo, valores ligeiramente aumentados de proteina plasmatica total e leucocitose
com neutrofilia. Ndo foram identificadas alteracdes no fibrinogénio plasmatico ou nos niveis
séricos de ureia, creatinina ou bilirrubina e nas atividades séricas de aspartato aminotransferase
(AST), creatinofosfoquinase (CPK), gama- glutamiltransferase (GGT) (Brito et al., 2019).

Macroscopicamente, as lesdes sdo inespecificas e consistem em &reas focais de edema
pulmonar, hemorragias petequiais epicardicas e aumento do volume e congestdo do figado. A
regido cortical dos rins apresenta coloracdo variando de palida a amarelado. O contetdo do
rumen, reticulo e omaso estava seco e continha folhas da planta. Histologicamente, havia
vacuolizacdo citoplasmatica e necrose de hepatocitos. No SNC houve principalmente
congestdo dos vasos sanguineos das leptomeninges (Brito et al., 2019).
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Figura 5: Sinais clinicos em caprinos intoxicados pela ingestao de folhas de mamona (Brito
et al., 2019):

A e B. Desidratacdo, congestéo dos vasos episclerais, taquicardia, dispneia, diminui¢do da atividade
locomotora livre até ataxia grave (quando em pé oS caprinos permaneceram com 0S membros
cruzados);

C e D. Sialorreia, depressédo, movimentos constantes de mastigacédo, desvio lateral da cabeca e

pescoco, incoordenacgdo, andar cambaleante, posturas anormais e distensdo abdominal leve.

3.2.3 Intoxicacdo em ruminantes por ingestao de folhas, pericarpos e sementes

Os sinais clinicos em bovinos que consumiram folhas, pericarpos e sementes de
mamona desenvolvem-se em 6-24 horas ap0s ingestdo e incluem diarreia aquosa profusa
evoluindo para diarreia com sangue, fraqueza, apatia, dor abdominal, marcha trémula e

instavel, cdibras, sialorreia, desidratacdo, hipotermia, estase ruminal e decubito. Em casos
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menos frequentes tem-se congestdo da conjuntiva, aumento da frequéncia cardiaca (130
batimentos/min), dispneia, estertores, convulsdes, leves tremores musculares, incoordenacgao
com movimentos pendulares da cabega, vocalizacao, decubito lateral, coma e morte em 48-72
horas. A duracdo destes sinais varia de 1,5 a 5,5 dias nos animais que se recuperam
(Albuquerque et al., 2014).

As alteracBes hematoldgicas destes bovinos foram discretas e consistem em anemia
normocitica normocrémica, leucocitose com neutrofilia e valores ligeiramente aumentados de
proteina plasmatica total. Nenhuma alteracao foi observada no fibrinogénio plasmatico, nos
niveis séricos de ureia, creatinina ou bilirrubina e nas atividades séricas de CPK, AST e GGT
(Albuquerque et al., 2014).

A necropsia, os achados incluem hemopericardio, hemotérax, edema pulmonar,
petéquias ou hemorragia no epicardio e endocardio, equimoses nos musculos papilares e
sufusdes nos masculos intercostais. Na cavidade abdominal também é possivel observar
hemorragias em serosas abdominais, baco, pré-estdmagos, mucosa do abomaso, intestino
delgado e intestino grosso e edema difuso da mucosa ruminal. Contetido ruminal mais fluido e
com grande quantidade de sementes e outras partes vegetais de R. communis. Parénquima
hepatico contendo areas circulares, esbranquicadas e distribuidas focalmente (Albuquerque et
al., 2014).
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Figura 6: Achados patolégicos de bovinos intoxicados pela ingestdo de sementes, folhas
e pericarpos de mamona (Albuquerque et al., 2014):

A. O contetdo do rimen, reticulo e omaso estava seco e continha sementes da planta.

B. O conteudo do abomaso era extremamente fluido, e sua mucosa estava vermelha com

pregas inchadas.
C. Hemorragias estavam presentes no mesentério e serosa do abomaso e intestinos

delgados e grosso.
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As principais lesdes microscépicas sdo edema e infiltrado de células inflamatdrias
mononucleares e polimorfonucleares em abomaso, mucosa e submucosa do intestino delgado,
hemorragia entre as fibras musculares cardiacas, necrose coagulativa multifocal com infiltrado
de células mononucleares no miocardio e nucleos picnéticos e cariorréticos no endotélio do
sistema nervoso central, hepatico, capilares ruminais, intestinais, glomerulares e alveolares e

em células linfoides de diversos érgdos (Albuquerque et al., 2014).

Figura 7: Histopatolégico de bovinos
intoxicados pela ingestdo de sementes,
folhas e pericarpos de mamona
(Albuquerque et al., 2014): Miocardio com
necrose coagulativa multifocal com infiltracéo
mononuclear de células e diferentes graus de
hemorragia entre as fibras musculares

cardiacas

Figura 8: Histopatoldgico de bovinos
intoxicados por sementes, folhas e
pericarpos de mamona (Albuquerque et al.,
2014): Abomasos e a mucosa do intestino
delgado com infiltragao inflamatdria leve de
células mononucleares e polimorfonucleares e

edema submucoso

Em ovinos intoxicados por diferentes partes vegetativas de R. communis, 0s sinais
clinicos incluiram fraqueza, salivacdo, diarreia aquosa profusa, desidratacdo, midriase, ranger

de dentes, hipotermia e decubito. Os achados hematoldgicos e bioquimicos mais significativos
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foram hematdcritos elevados, alta concentragdo sérica de ureia nitrogenada, creatinina e fésforo
e alta atividade sérica de creatina quinase e AST. O aumento sérico de creatina-quinase pode
estar relacionado as lesdes cardiacas (Aslani et al., 2007).

A necropsia destes ovinos, observam-se extensa hiperemia de submucosa e hemorragia
no abomaso e em todas as partes dos intestinos delgado e grosso (gastroenterite grave), infartos
triangulares na mucosa do abomaso, enterite fibrinosa e o descolamento do epitélio do ileo,

omasos impactados, hemorragias no epicardio e no endocardio.

Figura 9: Achados de necropsia de ovino
intoxicado pela ingestdo de sementes,
folhas e pericarpos de mamona (Aslani et
al., 2007): Hiperemia submucosa e hemorragia
com infarto triangular (area amarela) no
abomaso de uma ovelha intoxicada por

mamona.

Figura 10: Achados de necrépsia de ovino
intoxicado pela ingestdo de sementes,
folhas e pericarpos de mamona (Aslani et
al., 2007): Diferentes graus de hemorragia
subepcérdica.

Os achados histopatoldgicos sdo degeneracdo e necrose hepatocelular, necrose centro
lobular e congestdo, necrose coagulativa e hemorragia em abomaso associadas a infiltracao de
células inflamatdrias mononucleares, enterite ulcerativa e fibrinosa nos intestinos. Hemorragia

subepicardica e subendocéardica e congestdo, hemorragia e necrose do miocardio. Necrose
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tubular, hiperemia e hemorragia na regido medular dos rins e congestdo pulmonar (Aslani et
al., 2007).

Figura 11: Histopatol6égico de ovino intoxicado
pela ingestdo de sementes, folhas e pericarpos
de mamona (Aslani et al., 2007):
Hemorragia subepicardica e miocéardica extensa, e
degeneracéo e necrose do miocardio. Hematoxilina

e eosina 320x.

Figura 12: Histopatoldgico de ovino intoxicado
por sementes, folhas e pericarpos de mamona
(Aslani et al., 2007): Hemorragia, hiperemia e
necrose tubular em seccdo renal de uma ovelha

intoxicada por mamona. Hematoxilina e eosina 640x.

O liquido ruminal de bovinos e ovinos recuperados da intoxicacdo por ingestdo de
sementes e folhas de mamona ndo apresentou alteracfes de aparéncia. Foi relatada acidose
ruminal, diminuic&o da atividade do azul de metileno e diminuicdo da densidade e motilidade
da microfauna ruminal (Aslani et al., 2007; Albuquerque et al., 2014).

Em caprinos intoxicados concomitantemente por folhas, caules e sementes de R.
communis, 0s principais sinais clinicos observados consistem em gastroenterite,
incoordenacdo, andar em circulos, ataxia, depressdo, vocalizagdo, inchaco, decubito esternal e
morte (Machado et al., 2022).

Os achados macroscopicos revelam mucosas do estdmago anterior e do intestino

delgado difusamente vermelhas. Folhas parcialmente digeridas, caules e sementes também
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foram observadas no contetdo ruminal. No figado observou-se padrdo lobular aumentado,
aléem de congestdo pulmonar e edema moderado. Os achados microscépicos incluem
vacuolizacdo citoplasmatica e necrose de hepatdcitos; globulos eosinofilicos no citoplasma dos
hepatécitos, no espaco de Disse e sinusoides; tumefacdo de hepatdcitos com edema
mitocondrial e degeneracéo; inchago epitelial, necrose e infiltrado neutrofilico na mucosa dos
estdbmagos anteriores; congestdo e edema da submucosa no abomaso e duodeno; deplecéo de
glicogénio e ribossomos do reticulo endoplasmatico rugoso; agregacdo da cromatina nuclear e

auto-fagossomos; edema alveolar e congestdo (Machado et al., 2022).

Figura 13: Envenenamento esponténeo por Ricinus communis em cabras (Machado et al., 2022)
A. Evidéncia do consumo com o caule lenhoso exposto devido ao consumo do cértex. Detalhe: Planta
intacta para comparacao.
B. RuUmen: Folhas de Ricinus communis no contetdo ruminal.
C. Figado: Padréo lobular difuso real¢ado.
D. Rumen: Inchaco e necrose de células epiteliais e infiltrado neutrofilico leve. H&E, objetiva 40x.



https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ricinus-communis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rumen
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J’Y é‘ Figura 14: Histopatolégico- figado de caprinos

'l intoxicados pelaingestéo de sementes, folhas e

N pericarpos de mamona (Machado et al., 2022):

A. Vacuolizacado hepatocelular difusa e glébulos
eosinofilicos  (setas) no espaco de
Disse, sinusoides em expansao . H&E, objetiva
40x.

B. Hepatdcito inchado com deplecéo do glicogénio
e mitocéndrias inchadas (seta preta).

e rER = reticulo endoplasmatico rugoso
e L = goticulas lipidicas

e N =ndcleo

e Bc = canaliculo biliar. Barra = 5 ym.

Detalhe: mitocéndrias inchadas com cristalizacéo e

matriz granular cinza a elétron-densa (seta

preta). Microscopia Eletrénica de Transmisséao .

Barra =1 um.

C. Hepatdcitos necréticos com mineralizagdo focal
(seta branca), destacando-se do corddo
hepatico (seta preta), cisterna
distendida (dC). Microscopia Eletrénica de
Transmisséo. Barra = 10 ym.

3.3 Diagnostico da intoxicacdo em animais

O diagnostico de intoxicagdo por Ricinus communis é baseado nos sinais clinicos,
achados da necropsia, achados histologicos, historico de consumo da planta e dados
epidemiolégicos. Raramente esse diagnostico é baseado na confirmacdo por meio de testes
toxicoldgicos. Assim, muitos casos de intoxicacdo por mamona podem deixar de ser
diagnosticados, permanecendo ndo identificados (Mouser et al., 2007; Worbs et al., 2011;
Albuquerque et al., 2014; Machado et al., 2022).

A deteccdo de ricina no sangue ou fluidos corporais pelo radioimunoensaio e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) ja foi descrita. Porém, estes testes ndo sdo adequados para testar
contetidos gastrointestinais, além da ricina ser rapidamente transformada antes da excrecéo,
podendo passar despercebida em amostras, como sangue ou urina. O desenvolvimento de um
método para detectar um biomarcador de exposi¢cdo a mamona, a ricinina, permite a deteccao
rapida, altamente especifica e sensivel desse alcaloide, ja que a mamona ¢ a Unica fonte natural
de ricinina. Sendo assim, a deteccdo de ricinina por cromatografia liquida em animais
intoxicados tem sido considerada um marcador indireto para o diagndstico de intoxicacdo por
ricina (Johnson et al., 2005; Mouser et al., 2007; Machado et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sinusoid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rough-endoplasmic-reticulum
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/fat-droplet
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/transmission-electron-microscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cisterna
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cisterna
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/transmission-electron-microscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/transmission-electron-microscopy
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A deteccdo de ricinina em amostras biologicas coletadas de casos suspeitos de
intoxicacdo confirma a exposic¢ao a qualquer parte da mamona (Darby et al., 2001; Johnson et
al., 2005; Machado et al., 2022). A detecc¢do de ricinina por cromatografia liquida ja é utilizado
em analises toxicologicas de material humano, porém o seu uso no diagndstico veterinario
ainda é pouco utilizado.

A cromatografia é uma técnica cientifica que foi documentada h& pouco mais de cem
anos e se baseia na movimentacdo de componentes de uma mistura entre duas fases: a fase
estacionaria, que retém os elementos, e a fase movel, que transporta a mistura. Essa técnica
pode ser utilizada para purificar substancias, detectar compostos ou ajudar na separacdo de
elementos indesejados. As principais categorias de técnicas cromatograficas incluem
cromatografia em papel, cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e, mais recentemente, a cromatografia liquida de ultra-
eficiéncia (Maldaner e Jardim, 2009). Esses métodos podem ser aplicados isoladamente ou em
combinacéo, dependendo dos componentes que precisam ser separados ou identificados.

A cromatografia tem sido desenvolvida e aplicada em vérias areas da ciéncia, como a
farmacéutica e a médica. Gracas a sua alta precisdo e confiabilidade, a cromatografia €
amplamente empregada na deteccdo ou separacdo de substancias presentes em pequenas
quantidades em misturas. Na medicina, por exemplo, é muito utilizada na toxicologia, tanto
para monitorar o uso de medicamentos quanto na ciéncia forense, ajudando a quantificar drogas
ilicitas e a resolver crimes. Na medicina veterinaria, as técnicas cromatograficas também sao
valiosas para diagnosticar doencas e estudar a farmacocinética, com um foco especial na
toxicologia. O estudo toxicologico envolve a identificacdo de substancias, seja ap6s uma
intoxicacao ou em pesquisas experimentais, garantindo que a dosagem do principio ativo esteja
correta. Alem disso, um aspecto importante do uso da cromatografia na medicina veterinaria é
a deteccdo de residuos de medicamentos em produtos de origem animal, ja que esses residuos
podem ser prejudiciais ao consumidor e comprometer a credibilidade da cadeia produtiva
(Langas, 2023).

A CLAE ¢ um meétodo adequado para separacdo de espécies idnicas e macromoléeculas,
que utiliza alta pressao para empurrar a amostra e solventes que dissolvem a amostra sem que
qualquer interacdo quimica ocorra entre ambas (fase mdvel), através de uma coluna
confeccionada de material inerte (fase estacionaria). Requer a utilizacdo de equipamentos
especificos, com o uso de bombas, colunas que suportam altas pressdes necessarias para eluicdo
da fase movel, detector e registrador. Varios detectores, como UV e fluorescéncia, podem ser

usados com CLAE, permitindo a deteccdo de uma ampla gama de analitos. E especialmente
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atil para analise de pesticidas, micotoxinas e medicamentos veterindrios em amostras de
alimentos (Sundarraj et al., 2024).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica que se destaca por sua
simplicidade, rapidez e custo acessivel, sendo a escolha predominante para 0 monitoramento
de reacdes organicas. E um tipo de cromatografia de adsorcdo que utiliza uma fase estacionaria
(silica gel ou alumina) e uma fase movel (tipicamente constituida por um solvente). A
separacdo se da pela diferenca de afinidade dos componentes de uma mistura pela fase
estacionaria e fase mdvel, que resulta em diferentes velocidades de migracdo e tempo de
retencdo. O material da amostra € aplicado a esta fase estaciondria com propriedades
adsorventes. O material a ser processado na CCD ¢é dissolvido em um solvente volatil. Em
seguida, a solucdo ¢ aplicada a 0,5 cm da base inferior da placa usando um tubo capilar com
uma extremidade cortada. Apos a execucdo do material na placa, a placa deve ser seca e 0s

reveladores devem ser usados para ler o resultado (Araujo et al., 2024).

3.4 Tratamento das intoxicacoes

Atualmente, ndo ha antidotos especificos disponiveis contra intoxicacdes por ricina. Ja
existem na literatura estudos direcionados a produgéo de anticorpos policlonais anti-ricina com
resultados promissores, mas que necessitam mais estudos clinicos para sua implantacao
(Furtado et al., 2011). Dessa forma, os tratamentos focam em terapia de suporte, como fluidos
intravenosos para manutencdo do volume sanguineo e administracdo de carvao ativado
associado a um catartico (para evitar a absorcdo de toxinas e acelerar a eliminacdo da toxina
do corpo). Manutencdo do fluxo urinario alcalino com bicarbonato de s6dio promove a
excrecdo renal da toxina (Jayalakshmi et al., 2019). A profilaxia consiste na erradicacdo da
planta ou em manter os animais afastados de areas onde ha propagacdo severa da planta
(Albuquerque et al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extracdo de Ricinina nos frutos de mamona para isolamento do padréo

Para o desenvolvimento das metodologias analiticas, a ricinina foi isolada e purificada.
A metodologia utilizada estd baseada nas descritas por Waller e Negi (1958) e Saravana Kumar
et al. (2022). A confirmacdo da identidade da ricinina isolada foi obtida por CCD e por anéalise
por CLAE com identificacdo do perfil obtido por espectro UV, comparando com informac6es
da literatura. A determinacdo da pureza da ricinina isolada foi determinada por CLAE,
comparando com padrédo puro comercial (Sigma-Aldrich).

Utilizou-se 33,15¢g de frutos de mamona secos em temperatura ambiente por 7 dias.
Apds a fragmentacdo dos frutos, foram adicionados 500 ml de metanol e mantidos em
temperatura ambiente por 24 horas, com agitacdo manual a cada 8 horas, aproximadamente.
Apos este periodo, a mistura foi filtrada para separacdo da porcéao liquida, e o residuo sélido
foi extraido novamente com metanol por 24 horas. Os filtrados obtidos foram juntados e o
solvente foi removido em evaporador rotativo a 40°C para obtencéo do extrato seco.

Para a solubilizacdo do extrato seco, adicionou-se 100 ml de 4gua destilada acidificada
com &cido acetico 1%, seguido de banho sonicador por 2 minutos e filtragem em filtro de papel
qualitativo MN-617, 110 mm de didmetro. Ao filtrado resultante, acrescentou-se hidréxido de
amonio para basificar a solucéo (pH igual a 9-10).

Em um filtro de decantacéo, a mistura foi fracionada exaustivamente com cloroférmio,
utilizando 50 ml em cada parti¢do. Posteriormente, foi filtrada em cloreto de sddio para retirar
as moléculas de 4gua remanescentes. O extrato foi deixado em sistema de fluxo de ar continuo
por 24 horas para evaporar o solvente ainda presente na amostra extraida.

Apols a secagem do solvente, o extrato seco foi solubilizado na menor quantidade
possivel de metanol e refrigerado a -20°C por 24 horas para precipitagdo da ricinina. Em
seguida, retirou-se a fracdo liquida com auxilio de uma pipeta, seguindo de evaporagdo em

sistema de fluxo de ar continuo até a secagem completa.
4.2- Analises por cromatografia em camada delgada (CCD)
A analise por CCD foi realizada utilizando placas de silica gel 60 e fase movel

cloroférmio:metanol (90:10). Para a identificacdo da ricinina, foi feita a leitura com lampada

de fluorescéncia a 254 nm e revelagdo quimica com o reagente de Dragendorff. A determinacao
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do limite de deteccdo foi feita com diferentes quantidades de ricinina, variando de 0,1 pg a 5,0

Mg.

4.3- Analises por cromatografia liquida de alta performance (CLAE)

4.3.1- Preparo das amostras

As amostras bioldgicas utilizadas foram urina, figado e conteudo ruminal de bovino
adulto. Amostras brancas (sem ricinina) foram fortificadas com padrdo de ricinina nas
concentragdes de 1, 2, 10 pg/ml para amostras de plasma sanguineo e 5, 10, 50 pg/ml para
urina, figado e conteldo ruminal.

Para o desenvolvimento do procedimento de extracéo realizado nas amostras de figado,
fluido ruminal e urina, foram comparadas diferentes modificacdes de técnicas analiticas,
incluido clean-up com cartuchos C8 ap6s extracdo com acetato de etila (Machado et al., 2022)
ou cloroférmio (Teixeira et al., 2024) e modificacbes da metodologia QUEChERS
(Brandhonneur et al., 2015; Sniegocki et al., 2019; Torquetti et al., 2022). A metodologia
QUECHERS foi a que apresentou melhor recuperacéo e resolucdo dos cromatogramas, sendo
desenvolvida aqui modificagdes para melhorar sua eficacia.

Em cada matriz, foram testadas 24 amostras separadas em 4 grupos: amostras em
branco para ricinina; amostras enriquecidas com ricinina em 5 pg/ml; amostras enriquecidas
com ricinina em 10 pug/ml; amostras enriquecidas com ricinina em 50 pg/ml.

Cada amostra contendo 1g de figado triturado misturado a 2,5 mL de acetonitrila, foi
submetida a homogeneizagdo em agitador vortex por 1 minuto. Em seguida, 0,5 mL de solucdo
de acetato de amonio 5 molar e pH 7,8, foi adicionado a amostra, seguido de homogeneizacao,
banho sonicador por 15 minutos e centrifugacdo a 4500 RPM, por 10 min. A solucdo
sobrenadante foi coletada e uma aliquota de 0,7 mL de cada extrato foi adicionada a um novo
tubo de centrifuga com 150 mg de sulfato de magnésio, 50 mg de C18 e 50 mg de PSA, seguido
de homogeneizacdo em agitador vortex por 1 minuto e centrifugacdo por 10 min a 2000 RPM.
Ap0s a centrifugacdo, o sobrenadante foi injetado em sistema CLAE para teste.

Para extracdo em fluido ruminal, em cada amostra contendo 2 ml de fluido ruminal foi
acrescentado 2 ml de acetonitrila. Apds homogeneizagdo em vortex, foi acrescentado 0,8 g de
sulfato de magnésio e 0,2g de acetato de sodio. Em seguida, estas foram submetidas a
homogeneizacao, banho sonicador por 15 minutos e centrifugacdo a 4500 RPM por 10 minutos.

A solucdo sobrenadante foi coletada e uma aliquota de 1 mL de cada extrato foi adicionada a
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um novo tubo de centrifuga com 150 mg de sulfato de magnésio, 25 mg de C18 e 25 mg de
PSA, seguido de homogeneizagdo em agitador vortex por 1 minuto e centrifugacéo por 10 min
a 2000 RPM. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi injetado no sistema CLAE para teste.

A mesma técnica de extracdo em fluido ruminal, foi realizada nas amostras de urina.

4.3.2- CondicBes cromatograficas

A andlise da ricinina foi realizada em sistema CLAE (LC-20A Prominence, Shimadzu,
Kyoto, Japao) utilizando coluna com fase estacionaria C-8 (Zorbax Eclipse Plus-C8, 4,6 x 150
mm, 5 um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Para determinagdo da melhor fase
movel, foram testadas previamente diversas combinacBes de acetonitrila e metanol, em
diferentes fluxos. A partir desta definicdo prévia, foi empregada como fase movel
acetonitrila:dgua (90:10 v:v), fluxo de 1,0 ml/min e tempo de corrida cromatogréafica de 20
minutos. O detector foi programado para leitura da ricinina em 218, 308 e 315 nm, para poder
comparar os resultados obtidos nos diferentes comprimentos de onda. A identificacdo da
ricinina foi realizada comparando o tempo de retencdo do padrdo da ricinina com a amostra,

com confirmacao pelo espectro UV (190-400 nm).

4.3.3- Validagdo das técnicas analiticas de cromatografia liquida de alta performance (CLAE)

Para a validacdo da técnica analitica de CLAE, foram determinadas a seletividade, a
linearidade, os limites de detec¢éo e quantificacao, e a recuperacdo (Codex Alimentarius, 2017;
EC, 2019; Passagli et al., 2023). A avaliacdo da seletividade foi realizada comparando 0s
cromatogramas oriundos da analise das amostras brancas com aqueles dos padrées de ricinina,
e depois foi feita a mistura do padrdo as amostras brancas. A linearidade foi determinada por
meio da comparacdo da altura dos picos cromatograficos com a concentra¢do do padrdo. Para
construcdo da curva analitica, foram usadas as concentracGes e as alturas dos picos
cromatograficos, e feita a regresséo linear. A curva analitica foi elaborada com o padrédo em
concentragdes variando de 0,05 a 500 pg/mL. O limite de deteccdo foi determinado por meio
da relacdo sinal:ruido de 3:1. A determinagdo do limite de quantificacdo foi feita pela relacdo
sinal:ruido de 10:1, em amostras replicadas.

A recuperacdo foi calculada em porcentagem comparando os valores obtidos pela
adicdo da 5, 10 e 50 pg/ml de ricinina em seis repeticdes para cada tipo de amostra, que foi

processada pelos métodos de extragdo desenvolvidos, comparando com os valores obtidos com
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os padrdes de ricinina dissolvidos em acetonitrila. Para a determinacdo do efeito matriz,
extratos de amostras brancas foram adicionados com 100 pg/ml e comparados com o padrao
dissolvido em acetonitrila; esta anélise foi realizada em triplicata.
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5 RESULTADOS

5.1 Extracdo de ricinina nos frutos de mamona para isolamento do padréo

O tempo de retencdo e o perfil do espectro UV (190-400 nm) da ricinina isolada (Fig.

1) foram similares aos obtidos com o padrdo comercial. O rendimento foi de 28,1 mg de

ricinina, com pureza de 91,7% pureza de acordo com as areas dos picos cromatograficos a 190

nm.
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Figura 15: Perfil do espectro UV (190-400 nm) da ricinina isolada.

5.2- Analises por CCD

A analise por CCD foi realizada utilizando placas de silica gel 60 e fase movel

cloroférmio:metanol (90:10). O limite de deteccdo da ricinina foi 0,5 pg com leitura por

fluorescéncia a 254 nm, e 1,0 ug com leitura visual apds revelacdo com o reagente de

Dragendorff.
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5.3- Analises por CLAE

5.3.1- Curva padrao

A curva padrdo de ricinina apresentou linearidade com R? proximo a 1 nas leituras a
218 nm (Fig. 2), 308 nm (Fig. 3) e 315 nm (Fig. 4). Os limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) variaram segundo o comprimento de onda utilizado para a leitura (Tabela
1), sendo menores com leitura a 218 nm (LD = 0,1 pg/ml e LQ = 0,5 pg/ml), intermediarios a
308 nm (LD = 0,25 pg/ml e LQ = 1,25 pg/ml) e maiores a 315 nm (LD = 0,5 pg/mle LQ =2,5
pg/ml).
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Figura 16: Linearidade da curva padrdo com leitura a 218 nm.
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y=0,00004770x-3,77152220
R*=0,99755684
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Figura 17: Linearidade da curva padrdo com leitura a 308 nm.

y=0,00005150x-1,84829277
R*=0,99871739
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Figura 18: Linearidade da curva padrdo com leitura a 315 nm.
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Tabela 1. Limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos nos diferentes comprimentos de onda

utilizados para a leitura.

Comprimento de Onda

Parametro 218 nm 308 nm 315 nm
Limite de detecgéo (pug/ml) 0,15 0,375 0,5
Limite de quantificacdo (ug/ml) 0,50 1,25 1,67

5.3.2- Utilizacao de amostras de figado

A figura 19 apresenta o cromatograma em 3D de amostra de figado adicionada com 5
ug/ml. Os valores do efeito matriz e dos limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos para
amostras de figado estdo apresentados na Tabela 2, e os valores de recuperacdo de diferentes
concentragdes de ricinina estdo apresentados na Tabela 3. Todos estes resultados mostram que
a metodologia apresentou eficacia aceitavel para a determinacdo da ricinina em amostras de

figado.
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Figura 19: Cromatograma em 3D de amostra de figado adicionada com 5 pg/ml.
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Tabela 2. Efeito matriz e limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos para amostras de

figado, de acordo com os diferentes comprimentos de onda utilizados para a leitura.

Comprimento de Onda

Parametro 218 nm 308 nm 315 nm
Efeito matriz (%) 94,0 +6,80 92,1+5,55 94,1 +6,97
Limite de detecgéo (pg/ml) 0,375 0,9375 1,25
Limite de quantificacdo (ug/ml) 1,25 3,125 4,175

Tabela 3. Recuperacéo de diferentes concentragdes de ricinina adicionadas em amostra branca

de figado, de acordo com os diferentes comprimentos de onda utilizados para a leitura.

Concentracéao
Parametro 5 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml
218 nm
Recuperacéo (%) 74,0 71,4 71,0
Desvio-padréo 2,68 4,50 8,69
Desvio-padréo relativo (%) 3,63 6,29 12,25
308 nm
Recuperacéo (%) 74,4 71,1 69,3
Desvio-padréo 5,84 3,16 4,56
Desvio-padréo relativo (%) 7,85 4,45 6,58
315 nm
Recuperacéo (%) 74,2 72,7 74,1
Desvio-padréo 6,92 2,70 7,81

Desvio-padréo relativo (%) 9,33 3,72 10,53
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5.3.3- Utilizacdo de amostras de fluido ruminal

A figura 20 apresenta o cromatograma em 3D de amostra de fluido ruminal adicionada
com 5 ug/ml. Os valores do efeito matriz e dos limites de deteccéo e de quantificacdo obtidos
para amostras de fluido ruminal estdo apresentados na Tabela 4, e os valores de recuperacao
de diferentes concentracdes de ricinina estdo apresentados na Tabela 5. Todos estes resultados
mostram que a metodologia apresentou eficacia aceitavel para a determinacdo da ricinina em

amostras de fluido ruminal.
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Figura 20: Cromatograma em 3D de amostra de fluido ruminal adicionada com 5 pg/ml.
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Tabela 4. Efeito matriz e limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos para amostras de fluido

ruminal, de acordo com os diferentes comprimentos de onda utilizados para a leitura.

Comprimento de Onda

Parametro 218 nm 308 nm 315 nm
Efeito matriz (%) 94,0 +6,80 97,6 +1,28 100,4 + 1,18
Limite de detecgéo (pg/ml) 0,15 0,375 0,5
Limite de quantificacdo (ug/ml) 0,50 1,25 1,67

Tabela 5. Recuperacéo de diferentes concentragdes de ricinina adicionadas em amostra branca

de fluido ruminal, de acordo com os diferentes comprimentos de onda utilizados para a leitura.

Concentracéao
Parametro 5 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml
218 nm
Recuperacéo (%) 90,9 94,7 98,3
Desvio-padréo 4,53 3,47 2,67
Desvio-padréo relativo (%) 4,98 3,66 2,71
308 nm
Recuperacéo (%) 95,7 104,7 94,7
Desvio-padréo 6,37 1,67 1,77
Desvio-padréo relativo (%) 6,66 1,59 1,87
315 nm
Recuperacéo (%) 92,8 103,4 101,9
Desvio-padréo 8,02 1,77 1,83

Desvio-padréo relativo (%) 8,64 1,71 1,80
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5.3.4- Utilizacao de amostras de urina

A figura 21 apresenta o cromatograma em 3D de amostra de urina adicionada com 5
ug/ml. Os valores do efeito matriz e dos limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos para
amostras de urina estdo apresentados na Tabela 6, e os valores de recuperacdo de diferentes
concentragdes de ricinina estdo apresentados na Tabela 7. Todos estes resultados mostram que
a metodologia apresentou eficacia aceitavel para a determinacdo da ricinina em amostras de

urina.
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Figura 21: Cromatograma em 3D de amostra de urina adicionada com 5 ug/ml.
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Tabela 6. Efeito matriz e limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos para amostras de urina,

de acordo com os diferentes comprimentos de onda utilizados para a leitura.

Comprimento de Onda

Parametro 218 nm 308 nm 315 nm
Efeito matriz (%) 105,4 + 0,52 98,6 + 0,57 98,5+ 0,58
Limite de detecgéo (pg/ml) 0,15 0,375 0,5
Limite de quantificacdo (ug/ml) 0,50 1,25 1,67

Tabela 7. Recuperacéo de diferentes concentragdes de ricinina adicionadas em amostra branca

de urina, de acordo com os diferentes comprimentos de onda utilizados para a leitura.

Concentracéao
Parametro 5 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml
218 nm
Recuperacéo (%) 80,2 80,0 72,8
Desvio-padréo 15,46 4,47 5,38
Desvio-padréo relativo (%) 19,28 5,58 7,39
308 nm
Recuperacéo (%) 87,4 91,7 88,9
Desvio-padréo 4,86 7,72 4,95
Desvio-padréo relativo (%) 5,56 8,43 5,57
315 nm
Recuperacéo (%) 88,0 91,3 88,8
Desvio-padréo 6,31 7,72 4,91

Desvio-padréo relativo (%) 7,17 8,45 5,53
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram desenvolvidas metodologias analiticas para a determinacgao
de ricinina em amostras animais, para serem utilizadas para confirmacdo da exposi¢do a
mamona em casos suspeitos de intoxicagao.

A deteccdo da ricina em amostras de casos suspeitos de intoxicacdo é bastante dificil
(Worbs et al., 2011), por causa do elevado peso molecular, da baixa concentracdo desta toxina,
por parte dela apresentar separacédo das cadeias A e B, e pela cadeia A poder estar complexada
moléculas ribossomais. Assim, a ricinina pode ser utilizada como biomarcador da exposicédo a
mamona. De fato, a deteccdo deste alcaloide foi realizada em amostras de contetido gastrico de
um cdo intoxicado por sementes de mamona (Mouser et al., 2007), de conteudo digestorio,
figado e rins de dois cées intoxicados por torta de mamona utilizada como adubo (Roels et al.,
2010), e de figado e contetdo gastrico de caprinos que consumiram folhas e sementes da
mamona (Machado et al., 2022). Também foi utilizada em casos humanos, em amostras de
urina (Johnson et al., 2005; Coopman et al., 2009), sangue e humor vitreo (Coopman et al.,
2009).

A deteccdo da ricinina na maioria dos trabalhos anteriores foi realizada utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Johnson et al., 2005; Mouser et al.,
2007; Coopman et al., 2009; Roels et al., 2010). A espectrometria de massas € uma metodologia
bastante sensivel e especifica para anélises toxicoldgicas (Lancas et al., 2023; Passagli et al.,
2023), mas apresenta elevados custos para implantagéo, utilizacdo e manutencéo, limitando seu
uso na rotina de diagnostico das intoxicacBes animais. Assim, neste estudo foram
desenvolvidas metodologias analiticas de menores custos que possam ser utilizadas na rotina
da toxicologia veterinaria.

Inicialmente foi realizada a obtencdo de padréo de ricinina, para reduzir os custos com
a utilizacdo do padrdo comercial. A metodologia utilizada foi capaz de isolar a ricinina em
quantidade e pureza adequadas para as analises. Um cuidado que deve ser tomado com o padrédo
purificado da ricinina é o armazenamento a —20 °C, pois a ricinina facilmente apresenta
conversdo em N-demetilricinina e O-demetilricinina (Skursky et al., 1969; Ovenden et al.,
2010), gerando diviséo do pico cromatografico.

Uma etapa do presente estudo foi avaliar a sensibilidade da técnica de CCD para
identificar a presenca de ricinina nas amostras. As andalises por CCD sdo metodologias de facil
implantacéo e baixo custo, favorecendo sua utilizacdo em grande nimero de laboratorios, mas
seus resultados ndo sdo qualitativos e apresentam menor sensibilidade do que metodologias de
cromatografia liquida ou gasosa (Passagli et al., 2023). A analise da ricinina por CCD
apresentou melhor sensibilidade mediante avaliagdo por fluorescéncia (0,5 pg) do que ap6s
revelagdo com o reagente de Dragendorff (1,0 pg). No entanto, como as amostras de animais
devem apresentar concentracdes muito baixas de ricinina, esta metodologia pode ndo ser
sensivel o suficiente para muitos casos. Por exemplo, em caprinos intoxicados por mamona,
foram encontradas concentragdes de 10,1 e 10,9 ug/g no figado (Machado et al., 2022), que
pela metodologia de extracdo aqui apresentada resultaria em extrato contendo cerca de 3 pg/ml.
Como a detecgdo por CCD € de 0,5 ug, teriam de ser aplicados na placa cerca de 170 ul da
amostra, o que € inviavel. Assim, a analise por CCD ndo é adequada para utilizacdo na
confirmac&o de casos de intoxica¢Ges por mamona.
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O presente trabalho desenvolveu metodologias analiticas utilizando CLAE com
deteccdo por ultravioleta para diagndstico das intoxicagdes por mamona em animais. As
amostras utilizadas foram figado, fluido ruminal e urina. Para um método analitico, a
recuperacdo média é considerada adequada se estiver no intervalo de 70% a 120%, e a variacao
(desvio-padrao relativo) for inferior a 20% (EC, 2019; Passagli et al., 2023). Assim, as
avaliacdes por CLAE aqui descritas podem ser consideradas adequadas.

Os comprimentos de onda utilizados foram 208 e 308 nm, que sdo lambdas maximos
observados no perfil UV da molécula, e 315 nm. Trabalhos anteriores utilizaram o0s
comprimentos de 309 (Coopman et al., 2009) e 315 nm (Machado et al., 2022), mas ainda ndo
se sabia qual o melhor comprimento de onda para estas analises. Os limites de deteccdo e
quantificacdo da ricinina foram inferiores quando utilizado 208 nm (0,1 e 0,5 pg/ml,
respectivamente), seguido por 308 nm (0,375 e 1,25 pg/ml) e 315 nm (0,5 e 1,67 pg/ml). No
entanto, as diferencas entre estes valores ndo sdo muito grandes. Os comprimentos de onda 308
e 315 nm possuem a vantagem de apresentar menores numeros de outros picos no
cromatograma, facilitando as andlises. A resolucdo da metodologia em qualquer comprimento
de onda € adequada para a analise de amostras animais em casos de intoxicacdo. De fato, em
caprinos intoxicados por mamona, as concentracdes de ricinina encontradas foram 10,1 e 10,9
ng/g no figado e 21,1 e 25,1 pg/g no fluido ruminal (Machado et al., 2022).

7 CONCLUSAO:

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho , a determinacéo da ricinina para
confirmacéo da intoxicacdo em animais pode ser feita utilizando amostras de figado, fluido
ruminal e urina extraidas por modificacdo da metodologia QUEChERS e analise por meio de
CLAE. Por outro lado, a analise por CCD néo ¢ adequada para utilizacdo na confirmacédo de
casos de intoxica¢des por mamona.
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