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Exposicéo cianidrica em suinos: Uma abordagem
dos parametros toxicocinéticos utilizando o
tiocianato como biomarcador

1 - Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo; Sao Paulo - SP

Resumo

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos sobre a cinética
do cianeto, em suinos, em diferentes fases da vida, usando o tiocianato
como biomarcador. Vinte e dois suinos, foram divididos em quatro
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grupos (60 dias da idade, 95 dias da idade, 80 dias do gestacao e 21
dias de lactagio), e receberam por via oral, a dose tnica de 3.0 mg /kg
de peso vivo de cianeto do potassio (KCN). As concentragoes do
tiocianato no sangue foram medidas dentro de 24h. O tempo mdximo
(Tmax) e constante de eliminagio (Kel) foram mais elevados em porcas
lactantes (15 hs e 0.045, respectivamente); por outro lado, a maior
concentracao do tiocianato (Cmax) foi observada nas fémeas gravidas
(161.8). A meia vida de eliminacio (t1/2) ¢ o volume da distribuicao
(Vd) foram mais eclevados nas fémeas adultas (41, 57 e 1.23,
respectivamente). Contudo a area sob a curva (AUC) do tiocianato
foi mais elevado nos animais novos (354183, 28), ¢ o clearance o mais
baixo (0.007) nestes animais. Concluindo, os resultados do presente
estudo, evidenciam que o metabolismo do cianeto, varia
extremamente, considerando o estado fisiolbgico dos suinos fémeas,
e que sdo os animais novos, provavelmente, os mais sensiveis aos
efeitos toxicos, da exposi¢ao cronica as baixas doses do cianeto.

Introducéo

Humanos e animais consomem, as
vezes, substancias indesejaveis incorporadas
as complexas misturas utilizadas como
alimento. Em muitos casos, a substancia
toxica, aparentemente ausente em um
determinado alimento, é formada por acdo
enzimatica sobre um precursor nao toxico,
ap6s colheita ou durante a digestdo. Os
glicosideos cianogénicos sio um bom
exemplo destes precursores nao toxicos'. A
mandioca contém glicosideos cianogénicos
que, em sua hidrodlise produzem o acido
cianidrico (HCN), cuja ingestio pode
promover intoxica¢io'.

Atualmente, verifica-se um crescente
consumo de mandioca nas diferentes
espécies animais, particularmente em suinos,
onde é consumida na forma 7 natura, sem
ser descascada®. No entanto, apesar de

apresentar caracteristicas bastante desejaveis,
que preconiza o seu uso na alimentagao animal
como fornecedor de energia, suplemento
protéico e fibras, além de possuir baixo custo
para o plantio, bem como resisténcia a pragas
e crescimento em solos pobres e em
petiodos de seca™, deve-se considerar que
este tubérculo contém glicosideos
cianogénicos, principalmente a linamarina,
que pode causar toxicidade, ja que a hidrélise
deste glicosideo determina a liberacdo do
cianeto. Neste sentido, varios estudos
mostram que as quantidades de cianeto
presentes na mandioca podem variar de 10
a 2000 mg/kg, sendo esta grande
discrepancia encontrada nos niveis desta
substancia devido a quantidade de glicosideo
clanogénico presente na mandioca cujos
nfveis, por sua vez, dependerdo de alguns
fatores, como o tipo de ambiente e as
caracteristicas do solo em que o tubérculo
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foi cultivado, a estagdo do ano em que foi
coletada bem como fatores genéticos
relacionados 2 variedade cultivar®.

Os glicosideos cianogénicos, incluindo
a linamarina, sdo liberados por processos
fisicos, tais como mastigagdo, congelacio e
secagem. Estes processos permitem o
contato dos vacuolos, contendo o glicosideo
com uma enzima, encontrada no citosol,
denominada b-glicosidase, que proporciona
seu desdobramento em aguicar e aglicona,
sendo que este e Ultimo composto sofrera
ainda acao de mais uma enzima denominada
hidroxinitrila-liase que, por sua vez, formara
o fon cianeto e um composto aldeido ou
cetonico™. Apés a absor¢ao, o cianeto por
apresentar alta afinidade pela forma heme
férrica da enzima citocromo- oxidase, se liga
a esta enzima, inibindo a etapa citocromo-
a-citocromo-a3, nao havendo, assim, a
transferéncia de elétrons na cadeia
respiratéria, promovendo, portanto, a andxia
histotoxica. Por outro lado, os mamiferos
possuem um eficiente mecanismo de
detoxificacio do cianeto, o qual ¢ realizado
por uma enzima denominada
acetilsulfotransferase ou rodanase. Esta
enzima catalisa a transferéncia de um dtomo
de enxofre de um doador, por exemplo, o
tiossulfato, para o cianeto, formando
principalmente o tiocianato, reagio
considerada irreversivel®’. O tiocianato,
principal metabdlito do cianeto, ndo tem a
capacidade de se ligar a citocromo oxidase,
sendo eliminado principalmente por meio
da urina®®. Portanto, a intoxica¢ao aguda por
cianeto ocorterd somente quando as reacoes
de detoxificacio forem excedidas®.

Por outro lado, ha varios trabalhos
na literatura, relatando que a exposicio
prolongada ao cianeto, em baixas
concentracoes, pode ocasionar quadros de
toxicidade cronica. De fato, em humanos,
foi comprovada a associagdo entre a
exposi¢do cronica ao cianeto na etiologia de
alguns disturbios neurolégicos, tais como
neuropatia atixica tropical’, konzo?,
neuropatia retrobular da anemia perniciosa’
e atrofia éptica de Leber'™". Na criacdo
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animal, a ingestdo cronica do cianeto tem
sido associado a diversas doengas, como a
cistite e ataxia enzoltica, uma sindrome
caracterizada pela presenca de degeneracido
walleriana da substancia branca da medula
espinhal e de degeneracio de pedunculos
cerebrais e cerebelares''>!*, Uma outra
patologia que vem sendo associada a ingestao
cronica do cianeto é o bocio. Neste sentido,
sabe-se que o principal metabdlito do
cianeto, o tiocianato, é uma substancia
bociogénica, ja que compete com o iodo na
proteina transportadora deste, presente na
glandula tiredide, diminuindo a captagao de
iodo e, conseqientemente, inibindo a
producio dos horménios tireoideanos”.
Além disto, tem sido correlacionada a
ingestao prolongada de cianeto a lesGes
renais ¢ hepdticas em coelhos'*e suinos'’ e a
diabetes pancredtica, em humanos .
Portanto, como este tipo de
intoxicacdo é de grande interesse, tanto para
a criacao animal, particularmente suina, bem
como em humanos, o conhecimento de sua
toxicocinética tem grande relevancia, pois ¢é
a maneira mais segura e eficaz, com menor
relagdo custo versus beneficio, para responder
a respeito da margem de seguranca de
exposicio deste agente. Assim foi objetivo
deste estudo avaliar a toxicocinética do
cianeto, na espécie suina em diferentes fases

de vida.
Material e Métodos

Foram utilizados 22 animais, fémeas,
da espécie suina, provenientes do
cruzamento das racas Landrace e Large White,
divididos em diferentes grupos por estagios
de vida e/ou condicio fisiologica, a saber: 6
fémeas em idade nio reprodutiva, com 60
dias de idade, pesando em média 25kg; 5
fémeas, em idade reprodutiva, com 95 dias
de idade, pesando ao redor de 45kg, na fase
de diestro; cinco fémeas prenhes, primiparas,
no 80° dia de gestacio, pesando em média
210kg e 6 fémeas lactantes, em diestro,
pesando em média 180kg.

A administracio do cianeto de



potassio (KCN) foi feita através da via oral,
juntamente com a ragao, pela manha (8:00h),
apos jejum prévio de 12 horas, na dose tnica
de 3,0mg/kg de peso vivo. A coleta de
sangue foi feita por puncio da veia carétida
externa, em seringas descartaveis nao
heparinizadas, em intervalos de tempo,
dentro de um periodo de 24 horas. Apos
este procedimento, este material biologico
foi centrifugado por 15 min a 3000 rpm e o
soro acondicionado individualmente em
microtubos plasticos (EppendorfO),
devidamente identificados e estocados em
congelador a -20°C até o processamento. A
determinacido do tiocianato seguiu a
metodologia proposta por Pettigrew e Feell
2 modificada em nosso laboratério.

Os dados sao apresentados na forma
de média, seguida por seu respectivo erro
padrio. Foi empregada a analise de variancia
ANOVA, proposta por Snedcor *', seguida
do teste de Dunnett *para a detec¢do das
diferencas significantes entre os grupos. A
probabilidade de p< 0,05 foi considerada
capaz de revelar diferencas significantes entre
os grupos. Em relagio aos dados
toxicocicénticos, o pico de concentragao
maxima (Cmax) do tiocianato nos meios
biolégicos estudados e o tempo para atingir
este pico (Tmax), foram obtidos diretamente
dos dados experimentais sem interpolagao
dos mesmos. A area sobre a curva (ASC)
foi calculada pelo método dos trapezodides
lineares. Todos os outros parametros
toxicocinéticos foram calculados como
descrito por Shargel e Yu .

Resultados

Nenhum dos animais, pertencentes
aos diferentes grupos, apresentaram qualquer
sinal de intoxicagao cianidrica aguda.

A figura 1 ilustra os resultados obtidos
nas dosagens dos niveis séricos de tiocianato
de sufnos fémeas, com diferentes estagios
de vida, imediatamente antes (t=0), da
administracdo de 3,0mg/kg de KCN, por
via oral, junto com ragdo comercial e apos
este procedimento, em horarios
distintos.Assim, pode-se verificar que houve
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aumento significante (p< 0,05) nas
concentragoes séricas de tiocianato a partir
dos 30, 60, 180 e 360 min., apds a
administracdo do cianeto, naquelas fémeas
pré-puberes, adultas, gestantes e lactantes,
respectivamente. Em todos estes animais, o
aumento significante de tiocianato persistiu
até a 24" hora (ou 217 hora naquelas fémeas
gestantes), apos a administracio do KCN.
Na tabela 1 sdo apresentados os parametros
toxicocinéticos dos grupos estudados.

Discussao

Devido a razdes econOmicas, a
mandioca vem sendo cada vez mais usada
como substituinte do milho na alimentagio
animal, particularmente na de suinos™.
Como conseqiiéncia, pode-se supor que
estes animais podem estar expostos a baixos,
mas constantes niveis de cianeto, por
periodos prolongados. A dose de cianeto
escolhida para ser administrada no presente
estudo (3,0 mg/kg) esta relacionada aos niveis
de cianeto, os quais os animais sao passiveis
de serem naturalmente expostos, quando
consumindo alimentos com glicosideos
cianogénicos, como, por exemplo, a
mandioca®.

A via oral é a principal via de
exposicao a agentes toxicos, tanto para
humanos como para animais®; além disto,
sabe-se que a propagacido de xenobidticos
se faz, preferencialmente, por esta via, por
meio de ingestio de dgua e¢/ou do alimento
contaminado?. Ainda, deve ser considerado
que a administragao por via oral vem sendo
amplamente utilizada em toxicologia, devido
a conveniéncia, baixo custo e minimo estresse
para o animal®®. Portanto, na presente
pesquisa, optou-se por esta via de
administracao.

Os dados aqui obtidos revelaram que
nenhum dos animais, pertencentes aos
diferentes grupos experimentais, mostraram
sinais de intoxica¢do aguda pelo cianeto e
que variagbes no comportamento da curva
versus tempo, em relagio aos niveis séricos

de tiocianato, foram significantes para todos
os grupos, quando se comparou com
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aqueles dados obtidos, destes mesmos
animais, antes da administracdo do KCN.

A cinética de uma substincia quimica
no organismo pode ser bastante complexa,
ja que varios processos, como a absor¢ao, a
distribuicao e a eliminac¢ao, atuam alterando
as concentracoes nos tecidos e liquidos
biolégicos. Por outro lado, estes processos
variam devido a diversos fatores como
espécie animal, idade e sexo, entre
outros®’.De fato, um estudo realizado neste
laboratério, no qual se comparou
osparametros cinéticos do tiocianato, entre
trésespécies animais: caprina, suina e ratos,
foi possivel verificar claramente que o
metabolismo do cianeto estd diretamente
relacionado a espécie animal®.

Além disto, um outro aspecto que
deve ser considerado ¢ a variagao na cinética
de absor¢io, biotransformacao e eliminagao
de uma determinada substancia em fémeas;
neste sentido, é amplamente conhecido que
os dados referentes a0 metabolismo de um
determinado xenobidtico sido dispares
quando se compara a exposi¢io 20 mesmo
em fémeas, em diferentes estados
fisiologicos, tais como antes da puberdade,
na idade adulta, na gestacio e na lactagio”.
Assim, foi objetivo deste estudo verificar se,
em relacio a cinética do cianeto, os
parametros toxicocinéticos também
apresentar-se-iamdiscrepantes,
considerando-se fémeas, da espécie suina, em
diferentes fases fisioldgicas.

De fato, a comparagio entre os
dados dos niveis séricos de tiocianato
permitiu verificar que, apesar do
comportamento da curva relativa a
concentragdo de tiocianato ao longo do
tempo ter sido semelhante entre os distintos
grupos, o periodo de tempo no qual se
iniciou o aumento significante dos niveis
séricos deste metabdlito foi diferente para
cada grupo, sendo que os dados mais
discrepantes referem-se aqueles obtidos das
fémeas pré-puberes, cujo aumento
significante ja foi observado 30 min. apds a
exposicao a0 KCN e aquele das porcas
lactantes, que apresentaram esta elevacao dos
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nfveis de tiocianato somente na 6* hora ap6s
a ingestdo do cianeto. Duas hipoteses
poderiam ser levantadas para explicar esta
grande diferenga encontrada, a primeira
estaria relacionada ao pH e pKa; neste
sentido, sabe-se que um conhecido fator que
altera a absor¢io de uma determinada
substancia, quando administrada por via oral,
¢ a relagdo do pKa desta substancia e o pH
do ambiente gastrintestinal. Como o cianeto
¢ um dcido fraco, com pKa de 9,22%,
poderia-se supor que haveria diferengas no
pH do estomago destes animais, conforme
o estado fisiolégico. Portanto, seguindo-se
este raciocinio, seria possivel inferir que o
compartimento gastrico de fémeas pré-
puberes teriam o pH mais acidico que
aquelas pertencentes aos outros grupos, o
que permitiria gerar maior quantidade de
moléculas nao-ionizadas, acarretando em
maior eficicia na absorcao do cianeto, e o
contrario ocorreria com aquelas fémeas
lactantes.

A outra hipotese que poderia explicar
esta discrepancia e, talvez, a mais provavel,
esta relacionada a velocidade de formacio
do tiocianato. Assim, estima-se que 80% do
cianeto absorvido é transformado em
tiocianato, pela enzima rodanase’ (ou
acctilsulfotransferase), sendo, entdo, este
produto praticamente todo eliminado por
via renal®. Portanto, é possivel supor que estas
diferentes condi¢oes fisiologicas possam
determinar variacées nos nfveis da enzima
rodanase, o que acarretaria em maior ou
menor eficiéncia na formacio do tiocianato.

A analise dos dados relativos aos niveis
séricos de tiocianato mostrou ainda, quando
da comparacio entre os valores obtidos dos
diferentes grupos de fémeas, que os animais
gestantes tiveram, de maneira geral, niveis de
tiocianato superiores quando comparados
com aquelas fémeas nao prenhes e lactantes.
Uma possivel explicagdo para este fato
poderia estar correlacionada a transformacao
do cianeto em tiocianato pela placenta, ja que
se sabe que este 6rgdo possui quantidades
elevadas da enzima rodanase®. Desta
maneira, a placenta seria um local adicional



para a formagdo do metabdlito do cianeto.
Corrobora com esta suposicao os dados
relativos ao C__, parimetro que indica o
pico da concentragio sérica de qualquer
substancia, neste caso do tiocianato;
portanto, quanto maior o valor da C_ ,
maior serd a taxa de transformacido do
cianeto em tiocianato, cujos valores mais altos
foram encontrados justamente naquelas
fémeas gestantes. Um outro dado obtido
da cinética, que reforga esta suposicio,
refere-se a0 T, ou seja, o parametro que
indica o tempo no qual ocorre o pico de
concentragao sérica, e que, neste estudo,
foram as fémeas prenhes aquelas que
apresentaram este tempo mais precocemente
(6 hs) em relagdo aos outros grupos.

Por outro lado, aceitando-se tal
conjetura, seria esperado que o aumento
significante nos niveis de tiocianato nas
marrads gestantes fosse também o mais
precoce que de outras fémeas nos diferentes
estados fisiologicos e nao o de fémeas pré-
puberes, como ja discutido. Contudo, deve-
se considerar que ha redistribuicio do
tiocianato nos 6rgaos ou liquidos corporais
destas fémeas, bem como a passagem do
cianeto para o feto, pois, substancias
anionicas, tais como 4acidos fracos, podem
se acumular no embrido, possivelmente
devido ao gradiente de pH entre o plasma
materno, que é mais acido em relacdo ao
pH do plasma fetal, tornando este composto
na forma ionizavel no embrido. Portanto,
supde-se que embora havendo um aumento
na capacidade de biotransformac¢io do
cianeto por fémeas gestantes, num primeiro
momento pode ter havido um
“aprisionamento” do cianeto no feto, o que
levaria ao retardado este processo.

Ainda, avaliando-se a redistribuicdo
do tiocianato nos diferentes compartimentos
e liquidos corporais, deve-se considerar em
especial a passagem deste metabdlito para
o leite. Assim, estudos recentes mostram que
na glandula mamaria existe uma proteina
denominada de Na*I" symporter (NIS), que
desempenha a mesma fung¢ao apresentada
na tireéide, ou seja, o transporte de iodeto

97

para o leite™, ja que esta substancia setia uma
fonte supridora de iodeto para o neonato.
Portanto, é possivel supor que, analogamente
ao que ocorre na tiredide, o tiocianato
poderia estar competindo com o iodeto,
sendo, entdo excretado em grande
quantidade para o leite. Concorda com esta
suposi¢ao aqueles estudos realizados neste
laboratério, os quais mostraram que ratas
lactantes intoxicadas com KCN apresentam
niveis elevados de tiocianato no leite®. De
fato, embora tal dosagem nao tenha sido
realizada neste estudo, no leite das porcas,
foi possivel observar que estas fémeas foram
aquelas que apresentaram maior valor de
constante de eliminacdo (kel), menor area
sobre a curva (ASC), bem como meia-vida
de elimina¢ao (T1/2b).

Considerando-se o volume de
distribuicao (Vd), verificou-se que fémeas
com 95 dias de idade foram aquelas que
apresentaram os maiores valores. Como este
parametro expressa a extensdo da
distribui¢ao da substancia fora do plasma e
dentro de outros tecidos, pode-se inferir que
o tiocianato apresentou maior penetragao
nos tecidos destas fémeas. Uma vez que
animais nesta faixa de idade se encontram
na fase de terminacio, supOe-se que estas
marras tenham maior propor¢ao nos niveis
de gordura corporal que o de outros animais
em outros estados fisiolégicos. Portanto,
pode-se especular que esteja havendo a
redistribuicdo do tiocianato para o tecido
adiposo; no entanto, futuros estudos relativos
a avaliacao do rendimento de carcaga,
deverio ser conduzidos para melhor
alicercar esta teotia.

A analise dos demais parametros
toxicocinéticos mostrou que os maiores
valores da ASC obtidos naquelas fémeas pré-
puberes. Cabe ressaltar aqui que estas fémeas
encontravam-se ainda na creche, sendo,
portanto, consideradas muito jovens. Uma
vez que a ASC ¢ inversamente proporcional
a0 clearance’®, e sendo este Gltimo pardmetro,
por sua vez, atrelado a eliminagdo do
tiocianato, pode-se concluir que, de fato, a
excrecao deste metabdlito em animais nesta
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Figura 1- Niveis séricos de tiocianato, em pmol/L, em suinos fémeas com; 60dias (A) e 95dias (B) de idade, 80dias de gestacao (C), e 21dias de

lactagio
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(D), antes e ap6s a administracao de 3,0mg/Kg de cianeto de potassio (KCN), por via oral, junto com ragao comercial
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Tabela1-  Dados dos estudos toxicocinéticos do cianeto de potassio (KCN) em fémeas da espécie suina, nas diferentes fases de vida: jovens com
60 dias de idade, adultas com 95 dias de idade, e em diestro, adultas com 80dias de gestagao, adultas com 21dias de lactagdo., que
receberam, por via oral, a dose de 3,0mg/Kg de KCN, juntamente com ragao comercial. (Cmax: concentragdo maxima; Tmax:
tempo para atingir a Cmax; ASC: drea sob a curva; Kel; constante de eliminacao; Cl: clearance, t1/2B:meia vida de eliminagao; Vd:
volume aparente de distribuigao. Pirassununga 2005

Grupos
ParGmetros 60dias de 95dias de 80dias de 21 dias de
toxicocinéticos idade (n=6) idade (n=5) gestagdo Lactagdo
(n=5) (n=6)
Cmax (mcmol/L) 124,3 112,7 161.8 136.0
Tmax (h) 12 12 6 15
Kel (h1) 0,019 0,017 0,019 0,045
Cl (L.Kg/h) 0,007 0,020 0,016 0,019
T1/2P 37,26 41,57 36,21 15,47
vd (L/kg) 0,38 1,23 0,82 0,42
ASC o0-© 354.183,28 140.513,12 158.834,34 57.080,61
(mcmol.h/L)

faixa etaria ¢ menos eficiente que daquelas
fémeas em outras condicbes fisioldgicas,
avaliadas neste estudo, ja que a maturacdo do
tecido renal é fundamental para que ocorra a
eficiente eliminacio do metabdlito do cianeto,
ja que esta se faz quase que exclusivamente
através da urina®. Este dado concorda com
um dos importantes conceitos em toxicologia,
o qual preconiza que, de maneira geral,
animais jovens sao mais susceptivels aos efeitos

toxicos de uma substincia®’.

Concluindo, a presente pesquisa
evidencia claramente que ha grandes
diferencas no perfil toxicocinético do cianeto,
quando se considera as distintas fases
fisiologicas da fémea. Além disto, os dados
aqui obtidos permitem sugerir serem as
fémeas pré-piberes aquelas mais sensiveis aos
efeitos toxicos produzidos pela exposicao
cronica ao cianeto.

Cianidric exposition in swines: A bording of the toxicocinetics

parameters using the tiocianato as biomarker

Abstract

The aim of the present study was to determine the effects of the
swine, in different periods of life on the toxicokinetics of cyanide
using thiocyante as biomaker. Twenty and two swines, was divided
into four groups (60 days of age, 95 days of age, sows with 80 days
of gestation and lactating swine), were dosed orally with 3,0 mg/kg/
body weigth of potassium cyanide (KCN). Thiocyanate concentrations
in blood were measured within 24h. The time of peak concentration
(Tmax) and constant of elimination (Kel) were higher in lactating
sows (15 hs and 0,045, respectively); on the other hand, the maximum
plasma concentration (Cmax) of thiocyanate was observed in pregnant
females (161,8). The elimination half life (t1/2) and volume of
distribution (Vd) were higher in adult sows (41, 57 and 1,23,
respectively). Whereas the clearance and the area under the curve (AUC)
of thiocyanate was higher in young animals (354183, 28) the clearance
was lower (0,007) in these animals . In coclusion , the results of the
present study evidence that the metabolism of cyanide varies greatly

Key-words
Cyanide.
Thiocyante.

Toxicokinetics.

Swine.

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 43, suplemento, p. 93-101, 2006



100

considering the physiologic state of female swine being the young
animals probably more sensitive to the toxic effects of chronic

exposure to low doses of cyanide.
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