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Efeito modulador do 6leo de ricino, avaliado por
meio do teste para deteccao de clones de tumores
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RESUMO: O dleo de ricino é um composto extraido da semente da mamoneira (Ricinus communis),
que possui diversas atividades no setor médico-farmacéutico, como antioxidante, cicatrizante e
anti-inflamatorio. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito carcino-
génico e anticarcinogénico do 6leo de ricino por meio do teste warts em Drosophila melanogaster.
Os resultados mostraram que o 6leo de ricino nao apresentou aumento significativo (p > 0,05) nas
frequéncias de tumores das concentrag¢des isoladas (0,5%, 1% e 1,5%), quando comparadas ao
controle negativo (Tween 80 a 1%). Contudo, houve diferenca estatisticamente significativa (p <
0,05) quando as diferentes concentragdes de 6leo de ricino foram associadas a doxorrubicina e
comparadas ao controle positivo (DXR 0,4mM). Sendo assim, nas presentes condi¢des experimen-
tais, o 6leo de ricino ndo apresentou efeito carcinogénico, porém apresentou efeito modulador,
pois foi capaz de modular os efeitos induzidos pelo quimioterapico doxorrubicina.
PALAVRAS-CHAVE: Drosophila melanogaster. Oleo de ricino. Warts.

ABSTRACT: The castor oil is a compost extracted from the seed of castor-oil-plant (Ricinus com-
munis) that have many applications in medical-pharmaceutical industry, as antioxidant, cicatriz-
ing agent, and anti-inflammatory. In this context, this study aimed to assay the carcinogenic and
anticarcinogenic effects of castor oil using the warts test in Drosophila melanogaster. The results
showed that castor oil did not present a significant increase (p> 0.05) in tumor frequencies of the
isolated concentrations (0.5%, 1% and 1.5%) when compared to the negative control (Tween 80 a
1%). However, there was significant statistical difference (p < 0,05) when the different concentra-
tions of castor oil were associated with doxorubicin and compared with the positive control (DXR
0,4mM). Therefore, in this experimental conditions, the castor oil did not preset carcinogenic ef-
fects, but presented anticarcinogenic activity, because it could inflect the effects induced by the
chemotherapeutic doxorubicin.
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1. INTRODUCAO

emprego de plantas medicinas, para prevencao, tratamento e cura de diversas

doencga é uma das mais remotas formas de atividade medicinal da sociedade.

Aolongo de décadas, esse método permitiu o desenvolvimento de diversos pro-
cedimentos clinicos usuais. Porém, mesmo com o avanc¢o da medicina alopatica, as po-
pulacdes carentes ainda apresentam resisténcia em sua utilizagao, devido a dificuldade
de acesso aos hospitais e de aquisicdo de medicamentos. Tais dificuldades associadas a
facil obtencao de plantas medicinais contribuem para o seu uso principalmente nos pai-
ses subdesenvolvidos (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Dentre os paises subdesenvolvidos, o Brasil é o pais que contém a maior parte da
flora, cerca de 15 a 20% do total mundial (BRASIL, 2006). Esta rica diversidade, além de
ser uma importante ferramenta de estudo e de exploracao de seus recursos, € responsa-
vel pela formulacao de novas substancias bioativas, que, associadas a vasta diversidade
de tradigoes, geram um reflexo da imensa medicina popular brasileira (BRANDAO et al.,
2010).

Nesse ambito, os produtos naturais sao reconhecidamente importantes no desen-
volvimento de drogas terapéuticas inovadoras (SANTOS; LANA; SILVA, 2002). Deste modo,
as pesquisas farmacoldgicas e a criacao de novas drogas sofrem grandes influéncias pe-
las propriedades das plantas medicinais, bem como matérias-primas para fins terapéu-
ticos (WHO, 1998 apud BRASIL, 2006).

De acordo com os novos modelos de desenvolvimento social e economico funda-
mentados nos recursos renovaveis, os varios beneficios do uso de plantas medicinais
estdo longe de estarem esgotados. As novas ciéncias e suas necessidades, possivelmente,
encontraram solugdes no reino vegetal, por intermédio da descoberta e do desenvolvi-
mento de novas moléculas terapéuticas ou com aplicagao na tecnologia farmacéutica e
fitoterdpica com maior eficacia de acao em variadas enfermidades (SCHENKEL; GOSMANN;
PETROVICK, 2003).

Em meio aos varios exemplos de substancias provenientes de plantas considera-
das medicinais, destaca-se o 6leo de ricino, popularmente conhecido como 6leo de ma-
mona. A mamoneira (Ricinus communis 1.), de acordo com a regiao, também pode ser
conhecida como carrapateira, palma christi, castor bean, dentre outros. A mamoneira per-
tence a familia Euphorbiaceae e é uma planta oleaginosa, de origem tropical, provinda
da regizo leste da Africa (SILVA; CASAGRANDE JUNIOR; MAGNANI, 2007).

O 0leo de mamona (ricino) é extraido da semente, o qual compreende 48,6%
(m/m) do seu peso total (SCHNEIDER, 2003). O principal componente do 6leo é o acido
ricinoleico (90%), que lhe confere inimeras aplicagdes, por se tratar de uma matéria-
prima versatil e de fonte renovavel (HOFFMAN; MEDEIROS; SOARES, 2007).

Mediante a ricinoquimica (a quimica do dleo de ricino), diversos produtos po-
dem ser elaborados a partir do 6leo em setores médico, farmacéutico e de cosméticos
(CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO, 2010). Sua principal forma de uso conhecida pela popu-
lagao é como laxante, salvo que o 6leo também apresenta propriedades relacionadas a
ac¢Oes germicida, antioxidante, cicatrizante e anti-inflamatéria, havendo relatos da sua
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utilizagao em tratamentos contra dores reumaticas, tlceras de pele e micoses (FRAZAO et
al., 2015).

Outra substancia encontrada na semente da mamona € a ricina, uma proteina que
nao é encontrada em nenhuma outra parte da planta. Ela é responsavel pela toxidez da
torta de mamona, que ¢ um adubo organico oriundo do processamento da semente, além
de ser uma das mais potentes proteinas toxicas conhecidas pelo homem. Na darea médica
ela vem sendo estudada como forma de matar células cancerigenas (HOFFMAN et al.,
2007).

O cancer ¢ uma grande complicagao da satde publica, que abrange nivel mun-
dial, sendo responsavel por mais de 12% das causas de 6bitos no mundo, ocasionando
aproximadamente 7 milhoes de mortes anualmente. De acordo com uma estimativa re-
alizada em 2005 pela International Union Against Cancer (UICC), em 2020 o nmero de
casos de cancer alcangara mais de 15 milhoes (INCA, 2006).

A sua definigao cientifica atribui-se ao termo neoplasia, precisamente aos tumo-
res malignos, como sendo uma enfermidade caracterizada pelo crescimento instavel de
células transformadas (ALMEIDA et al., 2005). A justificativa para este crescimento esta
intimamente relacionada a principios genéticos e a exposi¢ao dos individuos a fatores
de risco cancerigenos (INCA, 2006).

Nesse contexto, as grandes corporacgoes de pesquisas que estudam o cancer tém
ressaltado a importancia de se estudar novas substancias quimicas presentes em alimen-
tos e plantas que possam ser capazes de combater essa doenga (SANTOS; LANA; SILVA,
2002). Deste modo, a utilizagao da Drosophila melanogaster como organismo modelo tem
sido apresentada como importante ferramenta na identificagdo do potencial carcinoge-
nico e anticarcinogénico de vdrias substancias por meio dos testes bioldgicos, como o
para deteccao de clones de tumores epiteliais (warts) (FONSECA; PEREIRA, 2004). Entre-
tanto, ainda nao foi realizada nenhuma pesquisa para avaliar o factivel efeito carcinoge-
nico e/ou anticarcinogénico do dleo de ricino em Drosophila melanogaster.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. CANCER

O cancer é um grupo de doencas causadas pelo crescente aglomerado de muta-
¢0es no genoma de uma célula. Estas mudangas provocam modificagdes na representa-
¢ao ou fungao de genes-chave para a conservagao da homeostasia celular. Essas altera-
¢Oes genéticas podem modificar uma célula normal em uma célula transformada, que se
particulariza por ndo responder mais aos sinais de comando de proliferacao, morte e
diferencia¢ao que administram a comunidade celular (BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA; CHAM-
MAS, 2006).

O desenvolvimento de diversas formas de cancer é consequéncia da relagdo entre
fatores enddgenos e ambientais, sendo o de maior destaque a dieta inadequada (GARO-
FOLO et al., 2004). De acordo com Costa Junior e Coutinho (2009), maus habitos alimen-
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tares (35%), tabagismo (30%) e um conjunto de condicoes relacionadas a exposigao a ra-
diagOes ionizantes, submissao a contextos ambientais estressantes, fatores genéticos, ét-
nicos e ocupacionais (35%), estao entre as diversas fontes geradoras de processos cance-
rigenos.

O processo de formagao do cancer é conhecido como carcinogénese. Geralmente
ele acontece lentamente e pode levar varios anos para que uma célula cancerigena dé
inicio a um tumor percebivel. Simplificadamente, esse processo passa por trés estagios
antes de originar a neoplasia, sendo eles: iniciagao, periodo em que as células sofrem
exposigao de um agente carcinogénico (agente oncoiniciador); promogao, quando a ce-
lula iniciada sofre efeito dos agentes cancerigenos (oncopromotores), sendo transfor-
mada lentamente em uma célula maligna; progressao, fase final caracterizada pelo cres-
cimento descontrolado e pelo surgimento dos primeiros sinais clinicos da doenca (AL-
MEIDA et al., 2005).

Os principais genes envolvidos na formagao de neoplasias sao, essencialmente,
os que nas células normais estao responsaveis pelo controle do ciclo celular, pela repa-
ragao do material genético danificado e pela apoptose. Dentre os genes supressores de
tumores, os anti-oncogenes sdo recessivos, ou seja, o efeito cancerigeno surge quando
eles desaparecem ou estdo defeituosos nos dois cromossomos do genoma. Ja os oncoge-
nes, codificadores de proteinas que favorecem o desvio do controle sobre o processo mi-
tético e induzem as células a se transformarem em cancerosas, resultam de mutagdes
somaticas e sao dominantes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

Os tumores, ou neoplasias, assim designados, formam-se em todo e qualquer te-
cido e em qualquer faixa etaria. Além disso, eles podem conter predisposic¢ao de infiltrar-
se em tecidos circunvizinhos por contato direto ou por disseminagao em regioes distan-
tes, através da circulagao linfatica ou sanguinea (COSTA JUNIOR; COUTINHO, 2009).

As neoplasias podem ser classificadas como malignas ou benignas, de acordo
com o seu ponto de vista clinico, evolutivo e de comportamento. As malignhas apresen-
tam crescimento rdpido e provocam perturbag¢des homeostaticas severas que podem oca-
sionar uma metastase (disseminagao em outros tecidos), levando o individuo a morte na
maioria das vezes. J4 uma neoplasia benigna frequentemente nao é letal, nem causa sério
transtorno ao hospedeiro, constituindo somente uma massa localizada de células que
evoluem lentamente (BRASILEIRO FILHO; PEREIRA; GUIMARAES, 2004).

2.2. MAMONA (RICINUS COMMUNIS L.)

A espécie Ricinus communis . (Figura 1), popularmente conhecida como mamona,
¢ uma planta oleaginosa que se desenvolve de forma nativa em vdrias dreas do Brasil.
Ela apresenta-se em diferentes tamanhos, assumindo forma de arbusto com coloragao
verde avermelhada. As folhas sao lobadas e o fruto afigura-se como uma capsula tricoca
com espinhos (SILVA; MENDES; KAGEYAMA, 2009).
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FIGURA 1. Mamoneira (Ricinus communis L.).
FONTE: COSTA; SOFIATTI; MACIEL (2013).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de mamona, sendo a regido nor-
deste a de maior produgdo (FAO, 2013). Por se tratar de uma planta de baixo prego de
cultivo, por ndo ser exigente em termos de clima, solo, manejo cultural, e ainda por ofe-
recer diversos produtos finais, a mamona tornou-se muito importante para a economia
brasileira (SILVA, 2007).

Dentre os produtos obtidos da oleaginosa, podem-se citar a torta de mamona,
glicerina, ricina, polimero, restos vegetais e o 6leo (ANTHONISEN, 2007). Gragas a essa
diversidade de coprodutos, a mamoneira vem adquirindo grande destaque principal-
mente no setor oleoquimico, originando industrias de primeira e segunda geragoes, que
salientam a ricinoquimica (SCHNEIDER, 2003).

A ricina é uma glicoproteina encontrada no endosperma das sementes da ma-
mona e completamente ausente nas outras partes da planta, bem como no 6leo extraido
do grao. Ela é classificada como uma filotoxina e é uma das substancias proteicas mais
toxicas conhecidas pela sociedade, equiparando-se com as do botulismo, difteria e té-
tano. Na medicina, a ricina tem se destacado como forma de matar células cancerigenas
por meio da inibigao de sintese de proteinas (ANTHONISEN, 2007).

Desse modo, o fruto da mamoneira exibe aproveitamento integral, obtendo-se
como produto essencial o 6leo de ricino, invaridvel sob diversas circunstancias de pres-
sao e temperatura. Como subproduto da extragao do 6leo obtém-se a torta (contém a
parte toxica, a ricina), a qual € amplamente utilizada na adubacgao e corregao de solos
apos sua preparacao (COSTA et al., 2004).

256



MATHEUS GUSTAVO SOARES SANTOS & ROSIANE GOMES SILVA OLIVEIRA

O 6leo é obtido da semente de mamona e este se apresenta muito viscoso, es-
pesso, com uma cor que pode variar entre incolor e amarelo. O acido ricinoleico (dmega
9) é o principal constituinte do 6leo de ricino, o que lhe confere caracteristicas quimicas
unicas em relagao a outros 6leos vegetais. Ele ¢ um acido graxo incomum, que apresenta
18 carbonos, com um grupo carbonila no Ci, uma insaturagao cis no Coe uma hidroxila
no Cn2. Além do acido ricinoleico, também sdo encontrados no 6leo o acido didroxiestea-
rico, oleico, linoleico, linolénico e palmitico. Durante a fase insaponificavel do dleo de
ricino, pode ser identificado cerca de 1% de esterdis e tocoferdis. Dentre os esterdis en-
contrados estao [3-sitosterol, stigmasterol e campesterol. Quanto aos tocoferdis, identi-
fica-se principalmente o a-tocoferol, que contém grande atividade bioldgica, com poder
antioxidante e potencial vitaminico (SCHNEIDER et al., 2007).

O processo de extragao do 6leo pode ocorrer de duas maneiras: por meio da pren-
sagem, a frio ou a quente, ou por intermédio de solvente. No entanto, quando o 6leo é
destinado a fins medicinais, a semente deve passar pelo processo de prensagem a frio,
obtendo, assim, um 6leo limpido e incolor, livre de ricina e com pequeno teor de impu-
rezas e acidez. Por fim, este ainda deve passar por um processo de refino (SCHNEIDER,
2003).

O dleo de ricino possui diversas aplicacoes. Ele pode ser utilizado na fabricagao
de tintas, isolantes e na manufatura de cosméticos e medicamentos farmacéuticos. Tam-
bém é usado em inimeros processos industriais, como a fabricacao de anilinas, desinfe-
tantes, germicidas, fungicidas e inseticidas, além de nylon e matéria plastica, onde tem
grande importancia (COSTA et al., 2004).

Na area médica, o 6leo também apresenta varias utilidades de grande importan-
cia, como, por exemplo, os biopolimeros, uma inovag¢ao na produgao de 6rgaos artificiais
do corpo humano. O poliuretano, um polimero obtido a partir do dleo de ricino, que
passou a ser utilizado como fonte de matéria-prima na fabricagao de proteses dsseas,
substitui as pesadas feitas de platina e cimento acrilico (CANGEMI SANTOS; CLARO NETO,
2010).

De acordo Schneider (2003), em forma de medicamento, o 6leo de ricino apre-
senta efeito purgativo e tem habilidade de penetrar facilmente na pele. Também contém
potencial de estimular o figado, a vesicula e o célon, e quando absorvido, é convertido
em prostaglandinas, impossibilitando alguns dos sintomas de caréncia dessa substancia,
como artrites, pressao sanguinea alta e distirbios menstruais. Além das varias agoes ci-
tadas, compressas do dleo sao usadas para reduzir inflamagoes e melhorar a assimilagao
intestinal.

Em relagao ao potencial antimicrobiano do 6leo de mamona, o 4cido ricinoleico
exerce seu efeito na estrutura da parede celular bacteriana, coagulando e desnaturando
proteinas. Especificamente, age modificando a permeabilidade da membrana plasmatica
por ions de potéssio e hidrogénio. Consequentemente, a variagao dos gradientes de ions
leva a danificagao dos principais processos da célula, como transporte de elétrons, etapas
da fosforilagdo e outras reagdes que dependem de enzimas, ocasionando a perda do con-
trole quimiostatico da célula afetada, provocando, assim, a morte bacteriana (GIL ef al.,
2012). Além do efeito antimicrobiano do 6leo, seu detergente exerce atividade antiftiin-
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gica, sendo utilizado na inibicdo do desenvolvimento de fungos fitopatogénicos (TA-
KANO et al., 2007).

2.3. DOXORRUBICINA

A doxorrubicina (DXR) é um antibiotico antineoplasico glicosidico, pertencente a
classe das antraciclinas (ANT), isolado de cultura do fungo Streptomyces peucetius var. ca-
esius (NASCIMENTO; MARTINS, 2005). Apesar de existirem diversos farmacos utilizados em
tratamentos oncoldgicos, a doxorrubicina é a mais utilizada contra a maioria dos tumo-
res em animais e seres humanos (CRAIG; STITZEL, 2014). De acordo com Chu e Sartorelli
(2006), a DXR contém amplo espectro contra tumores malignos hematoldgicos e solidos,
como carcinomas de mama, endométrio, testiculo, tireoide, estdmago, figado, ovario,
pulmao e endométrio, no entanto, seu uso é reduzido em consequéncia de sua cardioto-
xicidade.

Essa classe de antibiotico contém uma estrutura de anel tetraciclico ligado a um
agucar incomum, a daunosamina. Todos os compostos citotdxicos desse grupo possuem
constituintes quinona e hidroquinona em anéis adjacentes, o que lhes possibilita ser do-
adores e aceptores de elétrons (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Esse anel, capaz
de sofrer reducdo de um elétron, produz radicais livres (RL) de oxigénio, envolvendo-se
na transferéncia de elétrons. Por conseguinte, essas substancias intensamente ativas con-
seguem reagir com macromoléculas teciduais normais e malignas (CRAIG; STITZEL, 2014).

Quanto ao seu mecanismo de acao, a doxorrubicina une-se a0 DNA e impede
tanto a sintese de DNA quanto a de RNA, mas sua fundamental a¢ao citotdxica é mediada
pelo efeito da enzima topoisomerase II, cuja atividade é muito intensa nas células em
desenvolvimento. Apds os filamentos serem cortados, a doxorrubicina insere-se entre
pares de bases no DNA estabilizando o complexo DNA-topoisomerase II, suspendendo o
processo neste ponto (RANG et al., 2011).

Em razao da sua capacidade de ocasionar necrose tecidual, a doxorrubicina nao
¢ administrada por via subcutanea ou intramuscular. Consequentemente, é adminis-
trada por via intravenosa, ja que nao ¢ totalmente absorvida quando administrada por
via oral (BASTOS; CARNEIRO; SOUSA; 2014).

Nesse contexto, as principais toxidades geradas pela doxorrubicina acometem o
coracao e a medula dssea. Em casos agudos, o farmaco provoca arritmias cardiacas tran-
sitorias e depressao da fun¢ao do miocardio. Os efeitos menos severos incluem flebite e
esclerose das veias utilizadas para injecao e hiperpigmentacao dos leitos ungueais e sul-
cos da pele (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

2.4. TESTE PARA DETECGCAO DE CLONES DE TUMORES EPITELIAIS (WARTS)
EM CELULAS SOMATICAS DE DROSOPHILA MELANOGASTER

A espécie Drosophila melanogaster (Figura 2), popularmente conhecida como

mosca da fruta, é usada para monitorar danos genéticos causados por agentes quimicos,
com um histérico de mais de 50 anos. Ela também tem sido utilizada intensamente em
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curtos testes para a investigagao, mutacao e identificacao de agentes cancerigenos e/ou
anticancerigenos (NEPOMUCENO, 2015).

FIGURA 2. Casal de Drosophila melanogaster: o macho (direita) € menor e contém o pente sexual
indicado pelas setas, e a fémea (esquerda) é maior e ndo apresenta o pente sexual.
FONTE: SILVA (2011)

A D. melanogaster ¢ um organismo eucarionte, pertencente a ordem Diptera, com
2n = 8 cromossomos, sendo 3 pares de autossomos e 1 par sexual. Na sua forma adulta,
possui aproximadamente 2 mm de comprimento, trés pares de pernas e apenas um par
de asas, ja que o segundo par foi alterado e estd dentro de pequenos apéndices denomi-
nados halteres, que auxiliam na aerodinamica para o voo. Essa mosca tem sido larga-
mente usada pelos pesquisadores por ser de facil manuten¢ao em laboratdrio e por ter
um ciclo reprodutivo curto (cerca de 10 dias a 25° C), fornecendo um grande ntimero de
individuos por progénie (SNUSTAD; SIMMONS, 2006).

Dentre as varias vantagens que fazem dela organismo teste em pesquisas de
substancias com atividade genotdxica, destaca-se a semelhanga das suas reagdes meta-
bolicas com as dos mamiferos, o que também oferece grande grau de similaridade com
humanos, tornando propicias inimeras pesquisas na indugao e na propagacao de tumo-
res nessas moscas, o que fornece novas informacgdes sobre a carcinogénese. Varios proto-
oncogenes e supressores de tumores de mamiferos sao conhecidos em Drosophila (EEKEN
et al., 2002).

No seu ciclo de vida, o zigoto transfigura-se em larva de primeiro instar, que é
mével e se alimenta rapidamente (frutas maduras, fermentos e outros). A propor¢ao que
a larva cresce, ela ultrapassa sua cuticula de quitina, abandonando-a e desenvolve uma
nova, compreendendo o segundo instar do desenvolvimento. Um maior crescimento re-
sulta em outra cuticula para produzir a larva de terceiro instar, a qual aparece por volta
de cinco dias apds a fertilizagdo. O corpo da larva diminui e a cuticula se espessa e acu-
mula pigmento na medida em que se transforma no revestimento quitinoso da pupa. Ja
as estruturas adultas, como cabega, asas e pernas, desenvolvem-se no envoltorio pupal
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a partir dos discos imaginais, presentes na larva como pequenos agrupamentos de célu-
las que multiplicam (SNUSTAD; SIMMONS, 2012).

Como descrito anteriormente, a D. melanogaster é utilizada em diversas pesquisas
devido a alta similaridade de genes entre esta e os mamiferos. Dentre os diversos tipos
de pesquisas destacam-se os testes para avaliacao de efeitos mutagénicos e carcinogéni-
cos. A exemplo, tem-se o teste para deteccao de clones de tumores epiteliais (warts) para
avaliar o efeito carcinogénico e/ou anticarcinogénico de inimeros compostos, como me-
dicamentos, produtos naturais, entre outros (FONSECA; PEREIRA, 2004).

O teste faz uso de um gene marcador, o warts (wts), um gene mutante recessivo
e letal em homozigose nos zigotos. Devido a essa letalidade, o alelo warts é preservado
na linhagem estoque com a presenca de um balanceador cromossémico (TM3). Por meio
do cruzamento entre as linhagens wts/TM3 e mwh/mhw sao adquiridas larvas heterozigo-
tas (wts/+). Caso ocorra a perda da heterozigose, nas células do disco imaginal, serao
originados clones tumorais. Os clones sao vidveis em conjuntos de células isoladas da
larva, porém se manifestam como tumores nas moscas adultas (SIDOROV et al., 2001).

Em relagdo a sua localizagao, o gene wts encontra-se no cromossomo 3R1005A5, o
qual é importante no controle da quantidade e diregao da proliferacdo celular e da mor-
fogénese normal. A delecdo desse gene acarreta no desenvolvimento de clones de células
grandes e arredondadas (semelhante a verrugas) em varios segmentos da mosca). No
entanto, a sua auséncia também provoca hipertrofia apical das células epiteliais do disco
imaginal (SILVA, 2011).

Os discos imaginais das larvas de Drosophila dispdem de apenas uma tnica ca-
mada celular que se desenvolve nas estruturas epidérmicas das moscas adultas, durante
o processo de metamorfose. Essas células apresentam um ciclo celular similar ao das
células somaticas de mamiferos (COSTA; OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2011).

3. METODOLOGIA

3.1. AGENTES QUIMICOS

3.1.1. OLEO DE RICINO (RICINUS COMMUNIS L.)

O dleo utilizado no procedimento foi adquirido comercialmente como Oleo de
Ricino 100% e, em seguida, diluido em Tween 80 a 1%, para se obter as concentragdes
usadas no experimento, as quais foram de 0,5%, 1% e 1,5%.

Esse composto foi produzido pelo laboratorio Farmax, pertencente ao lote 0059,
registro CAS 8001-79-4, comercializado na forma de frasco, contendo 30 mL.

3.1.2. DOXORRUBICINA

O cloridrato de doxorrubicina (DXR), comercializado como Adriblastina®, foi o
composto utilizado como controle positivo na presente pesquisa, uma vez que possui
efeito genotoxico e carcinogénico comprovado (CARDOSO; NEPOMUCENO, 2015; ORSOLIN;
SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2012). O mesmo foi utilizado na concentragdo de 0,4 mM,
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preparada a partir da diluigao de 0,03538g de Adriblastina em 25 mL de 4gua osmose
reversa.

Esse medicamento foi produzido pelo laboratério Pfizer, referente ao lote
5PL5023, registro CAS 25316-40-9 e vendido na forma de ampola, contendo 50mg. O me-
dicamento foi armazenado no Laboratdrio de Citogenética e Mutagénese do Centro Uni-
versitario de Patos de Minas, em temperatura ambiente, protegido da luz, respeitando
orientagoes do fabricante.

3.2. TESTE PARA DETECCAO DE CLONES DE TUMORES EPITELIAIS EM DROSOPHILA MELANOGASTER

3.2.1. LINHAGENS ESTOQUE, CRUZAMENTO E TRATAMENTO

Para realizagao do teste wts, foram utilizadas duas linhagens mutantes de Droso-
phila melanogaster (wts e mwh). Os estoques destas linhagens foram mantidos no Labora-
torio de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas, em fras-
cos de %1 de litro, contendo meio de cultura préprio para D. melanogaster. Estas foram
conservadas dentro de uma incubadora, a temperatura de 25° C e 60% de umidade.

Para a obtengao de larvas heterozigotas (wts +/+ mwh) de 72 horas, foi realizado
o cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb1 com machos mwh/mwh. Apds o acasa-
lamento, os machos e as fémeas foram transferidos para frascos contendo meio de cul-
tura proprio para postura, uma base solida de agar (3% de dgar em 4dgua) e uma camada
de fermento bioldgico (Saccharomyces cerevisiae) suplementado com sacarose, onde as fé-
meas depositaram seus ovos. A coleta dos ovos ocorreu por um periodo de 8 horas. Apos
72 horas * 4 horas, as larvas foram lavadas com dgua osmose reversa e coletadas com o
auxilio de uma peneira de malha fina.

As larvas de terceiro instar foram submetidas a um tratamento cronico de 48 ho-
ras. Para tanto, grupos de aproximadamente 100 larvas foram colocados em frascos con-
tendo 1,5 g de puré de batatas (meio alternativo para Drosophila) umedecidos com 5mL
de diferentes concentracdes do 6leo de ricino (0,5%, 1,0 % e 1,5%), isoladas ou em asso-
ciagdo com o quimioterdpico doxorrubicina (0,4 mM) em sistema de cotratamento. Tam-
bém foram incluidos um controle negativo (Tween 80 a 1%) e um controle positivo (DXR
0,4 mM). Todo experimento foi realizado em triplicata.

3.2.2. ANALISE DAS MOSCAS

Decorrido o periodo de metamorfose das larvas, os individuos adultos foram co-
letados e transferidos para frascos, devidamente identificados, contendo etanol a 70%.
Apenas as moscas de pelos longos e finos foram analisadas, ou seja, somente as moscas
portadoras do gendtipo (wts +/+ mwh). As moscas que apresentaram pelos curtos e gros-
sos foram desprezadas, uma vez que nao possuem o gene em estudo.

A andlise ocorreu em lupa estereoscopica com auxilio de pingas entomologicas.
A localiza¢ao e o nimero de tumores encontrados foram registrados em um diagrama
padrao obedecendo as estruturas do corpo da mosca (olho, cabega, asa, corpo, perna,
halteres).
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3.3. ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumores das concentragdes tes-
tadas e os controles foram calculadas utilizando o teste U, ndo paramétrico, de Mann-
Whitney, empregando o nivel de significancia p <0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho fez uso do teste para deteccao de clones de tumores epiteliais
em células somaticas de Drosophila melanogaster para avaliar o potencial carcinogénico
e/ou anticarcinogénico de diferentes concentragoes do dleo de ricino (0,5%, 1% e 1,5%),
isoladas ou associadas a DXR (0,4 mM). Para isso, como controle negativo foi utilizado
Tween 80 a 1% e como controle positivo DXR 0,4 mM. Foram analisados 200 individuos
de cada concentracao e os resultados dessa andlise sao apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster, heterozigota
para o gene supressor de tumor wts, tratadas com diferentes concentragdes de dleo de ricino,
isoladas e associadas ao quimioterapico doxorrubicina (DXR 0,4 mM)

Tratamentos Numero de tumores analisados
. Ntmero Frequéncia
Ol?? de DXR de moscas (Ngde tu-
Rlimo (mM) analisadas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total mores/
(%) mosca)
0 0 200 2 7 6 16 8 1 40 0,20
0,5 0 200 1 19 12 9 6 0 47 0,23
1,0 0 200 0 10 11 5 5 0 31 0,15
1,5 0 200 1 8 8 6 4 1 28 0,14
0 0,4 200 22 60 237 112 80 28 539 2,69 *
0,5 0,4 200 1 13 39 16 9 4 82 0,41 **
1,0 0,4 200 0 15 14 14 7 1 51 0,25 **
1,5 0,4 200 1 11 25 9 6 0 52 0,26 **

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p <0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).

** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4mM) (p < 0,05).

DXR, doxorrubicina.

Conforme apresentado na Tabela 1, os individuos tratados apenas com Tween
apresentaram uma baixa frequéncia de tumores devido a predisposi¢ao genética da Dro-
sophila melanogaster. Ao analisar a frequéncia de tumores dos individuos tratados apenas
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com DXR, € possivel notar um aumento significativo (p < 0,05) na frequéncia de tumores,
quando comparado ao controle negativo, indicando que a DXR atua como agente indutor
de tumor, o que é comprovado segundo Machado e Nepomuceno (2010 e Vasconcelos et
al. (2017).

Ao avaliar os resultados dos individuos tratados com as diferentes concentragdes
isoladas do dleo de ricino (Tabela 1), é possivel observar que nenhuma das concentragoes
utilizadas apresentou aumento significativo (p > 0,05) na frequéncia de tumores, quando
comparadas ao controle negativo, o que indica auséncia de efeito carcinogénico nas trés
concentragoes testadas (0,5 %, 1,0%, 1,5%).

Tais resultados encontrados na pesquisa corroboram com informagoes da litera-
tura. Rowe, Sheskey e Owen (2006) demonstraram que derivados do o6leo de ricino ndo
exibem efeitos toxicos ou irritativos em testes de toxicidade cronica e aguda em animais
experimentais. Hirai et al. (1994) também demonstraram, por meio do teste de micronu-
cleo, que o dleo de ricino hidrogenado nao apresentou efeito genotdxico em ratos, nos
quais os autores utilizaram como grupo-controle solugao salina fisioldgica e Mitomicina
C. Posteriormente, durante um estudo de aberragao cromossdmica em células V79 de
hamsters chineses, utilizando como controle positivo Mitomicina C e Dimetilnitrosa-
mina, Hirai ef al. (1994) demonstraram novamente seu efeito nao genotdxico.

Todavia, ao avaliar os resultados encontrados na associagao entre as diferentes
concentragdes do 6leo de ricino e DXR (Tabela 1), é possivel notar que as trés concentra-
¢oes do dleo de ricino apresentaram efeito modulador sobre a toxicidade da DXR. Tal
efeito pode ser observado pela reducao significativa na frequéncia de tumores (p < 0,05),
indicando que o 6leo de ricino possui efeito modulador sobre a agao da DXR.

O efeito modulador, na presente pesquisa, pode estar relacionado com as pro-
priedades antioxidantes do composto testado. De acordo com Oloyede (2012), mesmo
em baixas concentragdes (0,00625 mg/mL), o dcido ricinoleico, principal componente do
6leo de ricino, demonstrou capacidade em inibir, in vitro, a oxidagao induzida pelo ferro,
além de ser eficiente no sequestro de radicais hidrogénio e perdxido de hidrogénio. Bi-
anchi e Antunes (1999) complementam que substancias com potencial antioxidante sao
capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por agen-
tes exdgenos, evitando assim a formagao de lesdes e perda da integridade celular. Shan,
Aw e Jones (1990) também ressaltam que os antioxidantes podem inibir o processo de
lipoperoxidacao, o qual esta associado aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e
a exacerbacao da toxicidade de xenobidticos. Como um dos mecanismos de a¢ao da DXR
€ a geragao de radicais livres, essa pode ser uma das vias pelas quais o 6leo de ricino
promoveu reducao na frequéncia de tumores quando associado a doxorrubicina.

A redugao na frequéncia de tumores no cotratamento entre DXR e o 6leo de ricino
pode, ainda, estar relacionada a capacidade de ativagao de mecanismos antiproliferati-
vos pelo dleo de ricino. Said et al. (2007) descreveram que em células conjuntivais huma-
nas, o dleo de ricino induziu significativamente a apoptose por meio da ativagao do re-
ceptor P2X7 e da Caspase 3 e ainda atribuiram tais achados ao alto teor de acido ricino-
leico no dleo.

Outra hipdtese para justificar os resultados descritos pode estar relacionada as
propriedades anti-inflamatdrias da presente substancia estudada. Valderramas (2006),
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em um modelo experimental de edema de orelha de camundongo, demonstrou uma ini-
bicao de 75% da inflamacao induzida pelo acido aracdonico por meio do polimero de
poliuretano do 6leo de ricino, além de ressaltar sua agao por inibi¢ao de enzimas como
a fosfolipase A, ciclooxigenases (COXs) e/ou lipoxigenase. Contudo, sabe-se que uma das
isoformas das COXs, a COX-2 se expressa em neoplasias e esta relacionada a proliferacao
celular e reacoes inflamatorias (PRADA et al., 2011). Sendo assim, pode-se conceber que a
inibigao desta enzima com o dleo de ricino estaria relacionada a agdes anticarcinogénicas.

5. CONCLUSAO

Nas presentes condicdes experimentais, o 6leo de ricino apresentou potencial
efeito modulador sobre a DXR e ndo demostrou efeito carcinogénico. Tais resultados su-
gerem a realizacao de novos estudos, com diferentes organismos testes e outras metodo-
logias, para explorar as propriedades terapéuticas do dleo de ricino sobre o cancer.
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