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AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENIC’O DO EXTRATO DA SEMENTE DE
MAMONA (Ricinus communis L.) ATRAVES DO TESTE DE MICRONUCLEO
EM CAMUNDONGOS

Alessandra da Conceicéo Lucena

RESUMO

A mamona (Ricinus communis L.) pertence a familia Euphorbiaceae, sendo
mais conhecida no Brasil pelos homes populares como mamoneira, ricino e
carrapateira. Trata-se de um vegetal que, apesar de ser de clima tropical,
apresenta grande resisténcia a periodos de seca. Suas sementes possuem
diversos formatos e cores e apresentam uma potente toxina conhecida por
ricina, que € uma glicoproteina altamente tdéxica. A mamoneira possui um bom
potencial econdmico gracas aos produtos obtidos através do Oleo extraido das
sementes. Dentre os produtos obtidos podemos citar: germicidas, lubrificantes,
nylon, corantes, tintas, adesivo e biodiesel. Gracas ao seu potencial comercial,
o trabalho objetivou avaliar o potencial mutagénico do extrato aquoso bruto da
semente de Ricinus communis L. em sangue periférico de camundongos da
espécie Mus musculus utilizando o teste de micronucleo. Os animais foram
distribuidos em grupos: controle negativo, controle positivo e em trés
concentragcfes do extrato, sendo elas 0,130 g/ml (100% do extrato) e a partir
desta foram realizadas mais duas diluicées: 0,065 (50% do extrato) e 0,033
(25% do extrato). Em cada grupo de animais foram utilizados 6 animais, sendo
3 fémeas e 3 machos com média de peso de 26g. Os resultados obtidos foram
de inducdo de microndcleos na dosagem de 1000 mg/kg, onde foi realizado o
teste T para verificar o potencial mutagénico, apresentando significancia de
mutagenicidade do extrato de mamona, considerando o valor obtido de p<
0,05.

Palavras-chave: Genotoxicidade. Semente. Ricina.

Aluna de graduacao em Ciéncias Bioldgicas na Universidade Estadual da Paraiba- Campus |
E-mail: alelubrito5@gmail.com



ASSESSMENT OF THE MUTAGENIC POTENTIAL OF MAMONA (Ricinus
communis L.) SEED EXTRACT THROUGH MICRONUCLE TESTING ON
MUNDIGUMS

Alessandra da Conceicéo Lucena

ABSTRACT

The castor bean (Ricinus communis L.) belongs to the Euphorbiaceae family, and is
best known in Brazil by the popular names castor bean, castor bean, and
carrapateira. It is a plant that, despite being from the tropical climate, has great
resistance to periods of drought. Its seeds have various shapes and colors and have
a potent toxin known as ricin, which is a highly toxic glycoprotein. The castor oil plant
has a good economic potential thanks to the products obtained from the oil extracted
from the seeds. Among the products obtained we can mention: germicides,
lubricants, nylon, dyes, paints, adhesive, and biodiesel. Thanks to its commercial
potential, this study aimed to evaluate the mutagenic potential of the crude aqueous
extract of Ricinus communis L. seeds in peripheral blood of Mus musculus mice
using the micronucleus test. The animals were distributed in groups: negative control,
positive control and in three concentrations of the extract, which were 0.130 g/ml
(100% of the extract) and from this were made two more dilutions: 0.065 (50% of the
extract) and 0.033 (25% of the extract). In each group of animals, 6 animals were
used, being 3 females and 3 males with an average weight of 26g. The results
obtained were micronucleus induction at a dose of 1000 mg/kg, where the T test was
performed to verify the mutagenic potential, showing a significant mutagenicity of the
castor oil plant extract, considering the obtained value of p< 0.05.

Keywords: Genotoxicity. Seed. Ricin.

Aluna de graduacédo em Ciéncias Biolégicas na Universidade Estadual da Paraiba- Campus |
E-mail: alelubrito5@gmail.com



1 INTRODUCAO

A mamona € conhecida popularmente como carrapateira, mas possui outras
denominacdes populares de acordo com as regides onde também € denominada por
mamoneira e ricino. Seu nome cientifico é Ricinus communis L., e pertence a familia
Euphorbiaceae (OLIVEIRA et al., 2005). E uma planta mondica que possui Varios
orgaos femininos e masculinos na mesma planta, porém ndo na mesma flor e sua
polinizacdo € anemofila, ou seja, o polen é disperso pelo vento. A expressao do sexo
das flores é afetada por fatores ambientais, como a escassez hidrica e altas
temperaturas que induzem formacdo de flores masculinas, jA os solos férteis
induzem maior proporcédo de flores femininas (SAVY FILHO, 2005). Os frutos séo
capsulas espinhosas que se abrem em sutura liberando trés sementes semelhantes
a carrapatos. Estas sementes variam de cor, podendo ser lisas, pretas ou
manchadas. Bem como, no formato e tamanhos (FRIEDMAN et al., 2010).).

E uma planta de facil cultivo e resistente & seca, sendo tolerante a uma ampla
faixa de temperatura (OLIVEIRA et al., 2005). Porém, embora tolerante a seca,
guando exposta a um grande periodo de estiagem ou excesso de chuva no periodo
de floracdo podem reduzir a produtividade da planta comprometendo a formagéo de
frutos. Em contrapartida, estudos apontam que a temperatura e horas de sol
exercem influéncia direta na quantidade de 6leo produzido pelas sementes (SOUZA
et al., 2007).

A mamona é uma planta que possui elevada concentracdo de 6leo nas
sementes, 0 que faz com que sejam muito utilizadas pela indastria quimica. O 6leo
extraido das sementes da mamoneira, apresenta um teor de viscosidade que varia
entre 35 a 55%, o0 que Ihe confere maior estabilidade entre todos os 6leos vegetais
(VIEIRA et al., 1997.; OGUNNIYI, 2006) Por esse motivo, o0 6leo da R. communis &
considerado um dos mais nobres pela industria (RAMOS et al., 2014). Os primeiros
relatos do uso do 6leo da mamona pelo homem foram encontrados no Egito como
constituintes de balsamos e na iluminacdo. Atualmente o 6leo de mamona € muito
empregado na fabricagdo de germicidas, lubrificantes, nylon, corantes, tintas e
biodiesel. Sendo o Biodiesel um biocombustivel, utilizado como possivel substituto
do diesel comum. Gracas a sua composi¢cdo, € considerado mais limpo do que o
diesel tradicional, pois diminui a emissao de poluentes (KNOTHE, 2006; AZEVEDO
& LIMA 2001).

O Brasil € considerado um dos principais produtores de 6leo de mamona,
sendo na regidao Nordeste sua maior concentracdo. Fato este, que pode ser
explicado em parte pela facil adaptacdo da mamona as altas temperaturas. Além do
Brasil, outros paises como a India e a China também se destacam por serem
importantes produtores da mamona (LUZ, 2012; SOUZA, A. et al., 2007).

Ha diversos relatos sobre a presenca de toxinas nas partes vegetativas da
mamona, sendo a ricina considerada a mais potente. A ricina é uma toxalbumina,
glicoproteina altamente tOxica, encontrada em maior parte no endosperma das
sementes (ALEXANDER et al., 2008). Quando ocorre a ingestdao das sementes por
animais, em especial bovinos, os casos de intoxicacdo sdo identificados pelos sinais
mais comuns apresentados poucas horas ap0s a ingestdo e inclui presenca de
vomitos, dor abdominal e diarréia que pode progredir para uma diarréia
sanguinolenta. A ricina também pode causar problemas no figado com o aumento de
enzimas hepaticas e nos rins com a faléncia dos mesmos. Outros sinais menos
frequentes incluem convulsdes, desidratacdo, palidez, dispnéia, melena e ictericia.
Por esse motivo, a R. communis também é frequentemente citada pelos agricultores



do Nordeste do Brasil como a causa da morte do rebanho bovino (TOKARNIA et al.,
2012).

Localizada em sua maior parte no endosperma da semente, a atividade
bioquimica da ricina a classifica como uma proteina do tipo Il conhecida como
proteina inativadora de ribossomos (RIPs ). Apenas uma molécula da cadeia A da
ricina € capaz de inativar irreversivelmente 2.000 ribossomos/minuto ocasionando
morte celular (ENDO et al., 1987; AUDI et al., 2005). A inativacdo dos ribossomos
pode ocorrer de duas maneiras (mutacdes espontaneas) ou (mutacdes induzidas). A
exposicdo a fatores quimicos ou fisicos que podem induzir mutacfes s&o
denominados agentes mutagénicos (FIGUEIREDO, 2015). Esses agentes
mutagénicos sdo capazes de invadir as células e dirigirem-se ao nucleo, causando
danos no DNA o qual pode levar a diversos tipos de altera¢gdes celulares, tal como
micronucleagéo (CARDOSO et al., 2006; JOKSIE, G. 2004). Os microntcleos s&o
corpos citoplasmaticos contendo cromatina, formados quando os fragmentos
cromossdmicos acéntricos se atrasam durante a fase Anéfase e ndo se tornam
incorporados ao nucleo principal. Quando observado um nudcleo adicional na célula
menor que o nucleo principal esse é chamado de microndcleo, sua presenca pode
ser considerada um indicativo prévio de existéncia de alteracbes cromossdmicas
(RAMIREZ et al., 2002; VINE,1990).

Para a analise de células micronucleadas, o teste de micronucleo em células
tem sido amplamente empregado. Foi descrito pela primeira vez por SHIMIDT, W.
em 1975 que consiste na investigacdo de detectar possiveis aberracfes
cromossbmicas. Baseia-se num aumento da frequéncia de eritrcitos policrométicos
com micronucleos, utilizando-se para isso, preferencialmente, células de mamiferos
(medula 6ssea ou sangue periférico) de animais devidamente tratados. A
metodologia do teste é simples, mas para garantir sua qualidade e confiabilidade se
faz necesséario obedecer a requisitos estabelecidos em protocolos padronizados
(FLORES, M. 2008; THOMAS, P. 2009).

Apesar de encontrarmos diversos trabalhos com Ricinus communis L., pouco
remete ao possivel potencial mutagénico, portanto o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o possivel potencial mutagénico do extrato aquoso bruto da semente
(Ricinus communis L.) utilizando 3 concentracfes, visando determinar qual das
concentracbes possuem maior efeito mutagénico, com aumento de eritrocitos
policromaticos micronucleados nas células de sangue dos camundongos.

2 METODOLOGIA

2.1 Material vegetal

As sementes foram cedidas pela EMBRAPA algoddao Campina Grande-Pb
onde passaram por um melhoramento genético em relagdo a fatores relacionados
com a produtividade da CULTIVAR. O material ficou armazenado na geladeira até o
momento da utilizagdo para fabricacao do extrato.

2.2 Obtencao do extrato aquoso bruto

As sementes foram descascadas para exposicdo do endosperma. Esse
endosperma foi macerado e pesado (13g/ml), e posto em um Becker com 100 ml de
agua destilada. A solucéo foi devidamente lacrada com papel filme e levada até a
geladeira por 24h. Em seguida, iniciou-se a preparacao das concentracoes.



2.3 Animais

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss albino) com
peso corpoéreo variando entre 25-30 gramas, provenientes do laboratério de
Biogenética, presente no Complexo Trés Marias situado na Universidade Estadual
da Paraiba em Campina Grande-PB. Sendo entdo acondicionados em caixas
individuais de polipropileno tampadas com grade durante o periodo necessario, com
agua e racao ad libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura média de
25°C. Totalizando 6 caixas utilizadas para separar machos e fémeas de cada grupo.

Os camundongos foram distribuidos em trés grupos de tratamentos os quais
receberam por via gavage doses do extrato que foram calculadas segundo o peso
corpéreo, obedecendo ao limite de 0,1 mL para 10 gramas de peso corporeo (p.c.)
para cada uma das concentra¢cfes (1000 mg/kg, 500mg/kg e 250 mg/kg.).

Foi estabelecido um grupo controle positivo composto por 3 machos e 3
fémeas, e por aplicacéo via intraperitoneal foi aplicado a ciclofosfamida na dosagem
de 50mg/kg de peso corpéreo. O grupo controle negativo foi tratado via gavage com
aplicacdo de agua destilada observando o volume maximo 0,1 mL para cada 10

a/p.c.
2.4 Obtencdo do sangue, preparacédo das laminas

Para preparacdo das laminas foi coletado 5 pyL(uma gota) de sangue dos
animais por meio de puncéao caudal para entdo ser realizado o esfregaco em lamina,
30 horas ap0s a realizacdo dos tratamentos. Para cada animal foram preparadas
duas laminas e posteriormente codificadas aleatoriamente para analise em teste
cego. Apoés 24 horas, essas laminas foram fixadas no alcool metilico por 10 minutos
e em seguida passaram por secagem a temperatura ambiente. Posteriormente, as
laminas foram coradas com Giemsa por 15 minutos e lavadas com agua destilada
para retirar 0 excesso de corante. As laminas secas finalizadas ficaram
armazenadas na geladeira até o instante da analise citoldgica.

2.5 Andlises Citolégicas

As analises citolégicas foram realizadas por meio de microscopia 6ptica com
aumento de precisdo de 1000x. As andlises ocorreram na contagem de 2000
eritrocitos policrométicos (PCE) por animal, ocorrendo uma verificacdo da frequéncia
de células micronucleadas nos diferentes tratamentos realizados.

2.6 Anédlises Estatisticas

Foram empregados o teste-t Student com objetivo de comparar as médias
encontradas nos resultados e toda a analise foi realizada atraves do software
BioEstat versdo 5.0, com o nivel de significancia foi = 0,05 (5%). Para avaliacdo do
potencial mutagénico foi realizada uma comparacdo entre a média de eritrocitos
policromaticos micronucleados (PCEMNSs) de cada grupo de tratamento via extrato,
com a média do controle negativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Avaliagcdo mutagénica

Os resultados obtidos através da avaliagdo do potencial mutagénico com o
extrato da semente de mamona (Ricinus communis L.) estdo apresentados na

Tabela 1.
Tabela 1 - Avaliacdo do potencial mutagénico do extrato aquoso bruto da semente de R. communis
nas dosagens de 1000, 500 e 250 mg/kg.

TRATAMENTO/CONCENTRAGAO | M1 | M2 | M3 [ F1| F2| F3 |MEDIA+SD
Controle Negativo 3 3 5 4 3 5 3,83+ 0,98
Controle Positivo 19 21 19 25 22 24 21,60+ 2,92
Ricinus C. 250 mg/kg p.c 9 5 5 7 4 Ohito 6+ 2
Ricinus C. 500 mg/kg p.c 10 9 13 13 8 9 10,33+ 2,16
Ricinus C. 1000 mg/kg p.c 16 11 12 12 9 7 11,16+ 3,06

Controle negativo = Agua destilada; Controle positivo = Ciclofosfamida 50 mg/kg p. c.; SD = Desvio
Padrao; M= machos ; F= Fémeas; p < 0,05.
Fonte: Autoria propria, 2021

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos a partir da avaliagdo do potencial
mutagénico da R. communis. com a representacdo da média de micronucleos
encontrada por cada concentracdo, em comparacdo com a média do grupo controle
negativo, utilizando n = 6. Percebe-se que a concentracdo (500 mg/kg p.c.) e a de
(1000 mg/kg p.c.) apresentaram resultados maiores em relagdo a meédia do controle
negativo, porém apenas a concentracdo de 1000mg/kg p.c foi estatisticamente
significativa considerando o nivel de (5%).

Figura 1 — Média de micronucleos encontrados na contagem de 2000 PCE por dosagem de Ricinus

communis L.
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Fonte: Autoria propria, 2021
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A figura 2 apresenta os resultados obtidos a partir da comparagdo da média
de microndcleos por sexos nos grupos de controle negativo e as concentracdes do
extrato de Ricinnus C., essa comparacao ocorreu com os animais dentro do mesmo
grupo, para desta forma analisar se o sexo foi um fator contribuinte para a indugéo
de células micronucleadas. De acordo com os resultados estatisticos, foi encontrada
significancia das médias de machos e fémeas apenas na concentracdo de
1000mg/kg pc, indicando que os machos apresentaram uma maior formacgdo de
micronucleos que as fémeas.

Figura 2 — Média de micronlcleos encontrados por sexo e por dosagem do extrato de Ricinus
communis.
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Fonte: Autoria prépria, 2021

Visto que diante dos resultados obtidos houve uma indugcéo na formacgéo de
micronucleos na dosagem de 1000 mg/kg, foi realizado o teste T para verificar o
potencial mutagénico em sangue periférico de camundongos, obtendo significancia
no potencial mutagénico do extrato aquoso bruto de mamona. Nas demais
concentracbes (250 mg/kg e 500mg/kg) os resultados ndo demonstraram
significancia. Pode-se observar que a medida que aumentou-se a dose, ocorreu um
crescimento em numeros de micronucleos observados, tal fato pode ser indicativo
de dose resposta, 0 que podera ser confirmado com a utilizacdo de concentractes
maiores do que as utilizadas neste trabalho.

As sementes apresentam a toxina ricina que esta presente em maior
guantidade no endosperma, seu efeito toxico nas células é muito potente, tendo sido
estimado que uma molécula de ricina seria suficiente para inativar 2000 ribossomos
por minuto (SMALLSHAW; VITETTA, 2010). O mecanismo de ac¢éo da ricina inativa
ribossomos pela depurinacdo, formando sitios apurinicos (AP) que € um local de
DNA ou RNA onde foi removido uma base purina causando um dano ao DNA. O
mecanismo de reparo que repara esse tipo de dano no DNA durante o ciclo celular
€ conhecido por excisdo de bases de reparo, sendo responsavel por remover
pequenas lesdes nas bases do DNA. Nesse processo, a DNA glicosilase reconhece
uma base danificada e corta a ligagdo N-glicosidica para liberar a base, deixando um
sitio AP. Existem muitas variantes da glicosilase para tratar as varias maneiras pelas
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quais uma base pode ser danificada. As circunstancias mais comuns s&o a oxidagao
e a presenca de uracila na fita de DNA, se ndo forem reparados, os locais AP podem
causar mutacOes permanentes (BAGARIA, S., KARANDE, A. 2014.; FERNANDES,
K., MACHADO, 0. 2012).

A ricina é considerada uma proteina inativadora de ribossomos (RIPs ) do tipo
2. As RIPs sdo um grupo de proteinas que possuem a capacidade de inativar
irreversivelmente os ribossomos, sendo classificada em dois tipos: RIPs do tipo 1
(monoméricas) e RIPs do tipo 2 (diméricas). As RIPs diméricas apresentam uma
cadeia A ligada por uma ponte dissulfeto a cadeia B (ligeiramente maior, ~ 35 kDa),
a qual apresenta propriedades de lectina e por isso se classifica na RIPs do tipo 2.
Logo a ricina é composto por duas subunidades denominadas cadeia A e B, a
cadeia B que liga-se a galactose na superficie celular fazendo com que entre no
interior da célula, onde comeca a acdo catalitica da cadeia A que inativa
enzimaticamente a subunidade de 60S do ribossomo, pela depurinacdo de um
residuo especifico de adenina no RNA 28S, inativando a sintese protéica em
eucariotos. (PITA et al, 2004)

Outros componentes alergénicos sdo encontrados nas sementes como a
ricinina, CB-1 e RCA aglutinina, essas causam reacdes menos graves, mas que
contribuem para o surgimento de alguns sintomas da intoxicacdo (FORNAZIERE. J.
1986). Esse fator precisa ser levado em consideracdo para que novos estudos
facam a andlise individual de cada componente encontrado nas sementes, a fim de
obter resultados mais satisfatorios.

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que das trés
concentracfes testadas apenas na maior dose testada (1000 mg/kg) apresentou-se
significaAncia no efeito mutagénico com aumento na taxa de ocorréncia de células
micronucleadas. Nas comparacdes entre machos e fémeas, animais expostos ao
tratamento de 1000 mg/kg observou-se que houve aumento significativo da
incidéncia de microndcleos nos machos em relacdo as fémeas testadas também na
concentracdo do extrato aquoso bruto de 1000 mg/kg.

4 CONCLUSAO

Através do estudo realizado foi possivel verificar que em umas das
concentracfes testadas, o extrato aquoso bruto das sementes de R. communis.
apresentou um nivel de significancia consideravel, concluindo que em seu
endosperma componentes alergénicos que causam menores reacdes de
intoxicacdo, mas contém principalmente a importante toxina ricina, que esta
presente em maior quantidade na semente, podem ter contribuido com o grau de
mutagenicidade apresentado. Contudo, sdo necessarios estudos posteriores para
investigar os compostos isoladamente desse vegetal, a fim de proporcionar melhor
compreensao de sua atividade de cada um dos componentes presentes.

Também podemos concluir que devido aos resultados apresentados de
mutagenicidade, é recomendado o uso cauteloso de qualquer produto quimico que
tenha na composi¢cdo o vegetal R. communis e também conscientizar a populagéo
dos riscos mutagénicos e toxicos dessa planta para o rebanho. Novos estudos com
a utilizacdo de concentracdes maiores do que a utilizada neste trabalho é de grande
importancia, jA que podera determinar outros niveis de mutagenicidade conforme a
concentragédo aumente.
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