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Sazetak

Uvod: Ricin je prirodni protein, toksin koji spada medu najpristupacnije i najsmrtono-
snije otrove. Nalazi se u biljci Ricinus (Ricinus communis), sa najve¢im sadrzajem u
semenu (1-5 %). Ricin se smatra potencijalnim bioteroristickim oruzjem i prema riziku
za ljudsko zdravlje svrstan je u B kategoriju bioloskog oruzja. U novije vreme koris¢en
je za konstruisanje imunotoksina protiv tumorskih ¢elija u terapiji maligniteta.
Dokumentovana su mnoga trovanja ricinom, kako zadesna, tako i samoubilacka i
ubilacka. U tu svrhu koristilo se intaktno seme ricinusa ili ekstrahovani ricin. Osnovni cilj
ovog istrazivanja je da se patohistoloskom analizom utvrdi progresija razvoja patomorfo-
loskih promena na organima laboratorijskih pacova u razli¢itim vremenima zrtvovanja.
Materijal i metode: Laboratorijski pacovi su istovremeno oralno tretirani suspenzijom
koja je sadrzala subletalnu koncentraciju ricina. Nakon zrtvovanja u precizno definisanim
vremenskim intervalima, uzeti su uzorci tkiva unutrasnjih organa radi daljih analiza.
Izvrsena je patohistoloska analiza uzoraka u cilju utvrdivanja promena izazvanim delo-
vanjem ricina u odnosu na vreme proteklo od aplikacije suspenzije. Rezultati: Na histo-
loskim preparatima zivotinja iz prve i druge eksperimentalne grupe patohistoloske pro-
mene su diskretne. Kod zivotinja iz ostalih grupa promene su izraZenije i jasno uocljive,
a posebne su intenzivne kod zivotinja uginulih tokom izvodenja eksperimenta.
Zakljucak: Patohistoloske promene na organima laboratorijskih pacova progrediraju
tokom vremena proteklog od aplikacije suspenzije semena ricinusa, odnosno u pozitivnoj
su korelaciji sa proteklim vremenom.

UvoD

zbunasta biljka, visoka najces¢e 1-4 m, na kojoj su naj-

Ricinus (Ricinus communis) je jednogodiznja ili vise- upecatljiviji krupni, zelenkasti listovi i koristi se uglavnom u

godisnja biljka iz porodice Euphorbiaceae i jedna je od naj-

dekorativne svrhe (1.2),

otrovnijih poznatih biljaka. Poreklom je iz Severne Afrike, a R_iCiHUS j‘_3 Hajpoznlatij ikao iZYor ﬁcvinusovog ulja koje se
vremenom je preneta u Evropu, Aziju i Ameriku. To je dobija hladnim cedenjem zrelog i oljuStenog semena. Seme
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ricinusa sadrzi oko 40% ricinusovog ulja (3. Ricinusovo ulje
se najvise koristi kao laksativno sredstvo u medicini. Ima
blago i izuzetno efikasno laksativno dejstvo i pogodno je za
primenu kod odojcadi i male dece, kao i u vreme trudnoce,
jer ne nadrazuje i ne izaziva gréeve. Zapravo, ricinusovo ulje
je verovatno najbezbedniji i najpouzdaniji poznati laksativ u
tretmanu opstipacije (4.

U ricinusu se nalaze tri aktivna jedinjena: ricin, ricinin i
ricinus komunis aglutinin. Ricinin 1 ricinus komunis
aglutinin imaju slabo toksicno dejstvo, tako da toksicna
svojstva ricinusa zapravo potic¢u od ricina.

Ricin spada medu najsmrtonosnije poznate prirodne tok-
sine 1 prema riziku za ljudsko zdravlje svrstan je u B katego-
riju hemijskog oruzja (5-8). To je proteinski otrov. Nalazi se
u semenu ricinusa i ¢ini 1-5% ukupne tezine semena.
Pripada grupi toksina koji dovode do inaktivacije ribozoma
$to kao posledicu ima celijsku smrt koja moce da nastupi za
manje od jednog minuta nakon intoksikacije.(9:10.11)
Izgraden je od dva lanca (A i B podjedinica) povezanih
disulfidnom vezom. A lanac je enzimski aktivan i ima
molekulsku tezinu od (32 kDa) dok B lanac ima molekulsku
tezinu od 34 kDa i sluzi za vezivanje za terminalne
galaktozne ostatke (rezidue) na ¢elijskoj povrsini (12-15),

Delovanje ricina je vremenski i koncentracijski zavisno.
Prvi simptomi javljaju se 4-6 ¢asova nakon intoksikacije, ali
vreme pojave simptoma moze biti odlozeno i do 10 ¢asova
(15.16), Ricin je oko 1000 puta manje toksi¢an kada se unese
oralno u odnosu na intravenski put unosenja, odnosno inha-
laciju. Ukoliko se seme proguta celo, bez zZvakanja, rizik od
intoksikacije je vrlo mali jer seme ima ¢vrst omotac¢, poput
Skoljke, te prolazi neoSte¢eno kroz digestivni trakt.
Sazvakano i nedovoljno zrelo seme ricinusa je neuporedivo
toksi¢nije nego nesazvakano i zrelo seme. (17.18) Srednja
letalna doza kod miSeva je 30 mg/kg, a kod pacova 20-30
mg/kg. Kod ljudi nakon oralnog unoSenja ricina srednja
letalna doza je 1-20 mg/kg (19-21).

Simptomi trovanja i patoloske promene na organima u
slu¢ajevima intoksikacije ricinom zavise, pre svega, od puta
unosenja ricina u organizam. Oralna ingestija je najcesci put
unosenja toksina u organizam, ali je ricin tada najmanje tok-
si¢an u odnosu na inhalaciju i intravensko unoSenje.(22) U
slu¢ajevima oralne intoksikacije semenom ricinusa domini-
raju simptomi od strane gastrointestinalnog trakta. Prvi sim-
ptom je najcesée orofaringealna iritacija, pracena povraca-
njem, bolovima u trbuhu i dijarejom. Mogu se javiti i hema-
temeza, dijareja pracenja krvarenjem ili melena. Ovi simp-
tomi praceni su gubitkom tecnosti i elektrolitskim disbalan-
som, koji se manifestuju u vidu hipotenzije, tahikardije, tahi-
pneje, znojenja, dehidracije i periferne cijanoze. Cesto se
registruju znaci pocetnog ostecenja bubrezne funkcije koje
moze progredirati do teskog ostec¢enja. Smrt nastupa usled
razvoja nepovratne faze hipovolemijskog Soka (23.24),

MATERIJAL I METODE

Eksperimentalne Zivotinje

U ogledu su korisc¢eni polno zreli, beli laboratorijski pa-
covi, muskog pola, soja Wistar, telesne mase 250-350 gra-
ma, odabrani metodom slucajnog izbora iz okota sa Vojno-
medicinske akademije u Beogradu. Laboratorijske zivotinje
su boravile u kavezima za ¢uvanje laboratorijskih Zivotinja
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sa filterskim sistemom za protok vazduha, u Zavodu za
antirabi¢nu zastitu u Novom Sadu. Temperatura vazduha u
prostoriji je odrzavana izmedu 20 i 2501 C, uz kontrolu vlaz-
nosti vazduha i odrzavanje cirkadijalnog ritma (smena dana
i no¢i u trajanju od 12h). Zivotinje su imale slobodan pristup
vodi i standardnoj hrani za sitne laboratorijske zivotinje (
proizvoda¢ Veterinarski institut Zemun, Srbija).

Analiza semena biljke Ricinus communis L.

Kvantitativnom GC-MS analizom je utvrdeno da
koli¢ina ricinina u jezgru semena biljke Ricinus communis
L. iznosi oko 0,15%, Sto je u skladu sa literaturnim podacima
(25). Na osnovu toga preracunata doza ricina u semenu izno-
si oko 0,9%, odnosno oko 1,60 mg. S obzirom na to da
LD50 ricina kod laboratorijskih pacova iznosi 30 mg/kg,
odluceno je da se zivotinje tretiraju suspenzijom tri semena
biljke Ricinus communis L. u 1ml fizioloSkog rastvora, Sto
predstavlja dozu od 19 mg/kg telesne mase ricina.

Postupak pripreme semena biljke
Ricinus communis L.

Za tretiranje eksperimentalnih Zivotinja korisé¢eno je
seme biljke Ricinus communis L., ubrano u basti privatnog
poseda na podruc¢ju Backe, AP Vojvodine.

U cilju utvrdivanja koli¢ine ricinina, izvrSena je te¢no-
teCna ckstrakcija semena, na taj nadin §to su 3 semena, na-
kon skidanja opne, homogenizovana u avanu. Nakon toga
dodato je 5 ml metanola (HPLC grade, Merck - Nemacka) i
vrsena ekstrakcija u trajanju 60 minuta na magnetnoj mesa-
lici (Heidolph, Nemacka) na 40°C. Nakon centrifugiranja 5
minuta na 3000 o/min (Hettich, Nemacka), odvojen je meta-
nolni ekstrakt, uparen do suva na grejnoj plo¢i na 80°C
(Stuart, Nemacka), potom rastvoren u 3 ml metilenhloridnog
(HPLC grade, Merck - Nemacka) rastvora internog standar-
da meperidina (Sigma-Aldrich - Nemacka), koncentracije
3,486 ng/mli 1 pl je injektiran za GC-MS analizu.

Za tretiranje eksperimentalne grupe zivotinja, za svaku
pojedinacnu zivotinju je pripremljena suspenzija tri semena,
na taj nacin Sto su semenke nakon skidanja opne, homogeni-
zovane u avanu sa 1,5 ml fizioloskog rastvora (0,9 % NaCl,
Hemofarm, Srbija).

Eksperimentalni protokol

Zivotinje su bile podeljene u dve osnovne grupe:

kontrolnu grupu, 5 zivotinja koje su tretirane fizioloSkim
rastvorom u dozi od 1 ml per os i zrtvovane nakon 48 ¢asova
eksperimentalnu grupu, 25 zivotinja koje su istovremeno
tretirane pripremljenom suspenzijom semena Ricinus com-
munis L. u dozi od 19 mg/kg telesne mase ricina, odnosno
3,2 mg/kg telesne mase ricinina (1 ml) per os, nakon cega su
zrtvovane u razli¢itim vremenskim periodima: 6 (E-I), 12
(E-II), 24 (E-II), 36 (E-IV) i 48 casova (E-V). Za svaki
vremenski period kori$¢eno je po 5 Zivotinja.

Sve zivotinje su bile podvrgnute merenju telesne mase
neposredno pre pocetka ogleda. Oralna aplikacija
napravljene suspenzije vrSila se pomocu sonde od
nerdajuceg Celika, otvora veli¢ine 18 G, za peroralni tretman
eksperimentalnih zivotinja.

Po isteku odredenog vremenskog perioda zivotinje su
anestezirane 25% rastvorom uretana (Sigma-Aldrich -
Nemacka), u dozi od 5 ml/kg intraperitonealno. Nakon
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gubitka refleksa uspravljanja, Zivotinje su zrtvovane eksang-
vinacijom (kardiopunkcijom). Uzorci mozdanog tkiva,
bubrega, jetre, slezine, pluca, srca i tankog creva za patohi-
stolosku analizu su fiksirani i dehidrirani u alkoholima rastu-
¢e koncentracije, prosvetljeni u hloroformu, prozeti i uka-
lupljeni u parafin i seeni na rotacionom mikrotomu (Leica,
Germany) na serijske rezove debljine od 5 um. Uzorci su
zatim deparafinisani, bojeni rutinskom hematoksilin-eozin
(H&E) metodom i montirani kanada balzamom.

U toku izvodenja eksperimenta uginule su dve laborato-
rijske Zivotinje. Jedna zivotinja uginula je izmedu 12 i 24
Casa, a druga izmedu 24 i 28 ¢asova nakon aplikacije sus-
penzije semena ricinusa.
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REZULTATI

Na histoloskim preparatima zivotinja iz prve i druge
eksperimentalne grupe (grupe E-I i E-II) patohistoloske pro-
mene su diskretne. Naime, na preparatima analiziranih
organa (pluca, bubrega, jetre, mozga) uocava se blaga hipe-
remija, dok se u crvenoj pulpi slezine nalaze proSireni sinu-
soidi sa izrazenom hiperemijom tkiva. Na tankom crevu
uocava se blaga hiperemija sa fokalnim inflamatornim infil-
tratom u lamini propriji.

Promene na organima Zzivotinja zrtvovanih 24 h (E-III)
nakon tretmana su nesSto jaceg intenziteta. Na plu¢ima se
uocava umerena hiperemija, deskvamovane alveolarne
¢elije i makrofagi u alveolama, fokalan perivaskularni i peri-
bronhijalni infiltrat limfocita, kao i prisustvo plazma celija.

Slika 1. Patohistoloske promene na organima pacova nakon aplikacije semena ricinusa: a) Slezina: izraZena hiperemija sa prosirenim
sinusoidima crvene pulpe, HE, 100x; b) Izrazena nekroza crvene pulpe slezine, HE, 100x; c¢) Blaga hiperemija i fokalno guséi inflama-
torni infiltrat u lamini propriji tankog creva, HE, 200x;

Slika 2. Patohistoloske promene na organima zivotinja uginulih u toku izvodenja eksperimenta: a) Nekroza kardiomiocita i gust infil-
trat prevashodno neutrofilnih granulocita, HE, 200x; b) Izrazena hiperemija, difuzan pericelularni i perivaskularni edem na preparati-
ma mozdanog parenhima, HE, 100x, ¢ ) Pluca: izrazena hiperemija pra’ena fokalno guséi perivaskularni i peribronhijalni infiltrat
limfocita i plazma Celija, HE, 400x, d) Izrazena nekroza alveolarnih pregrada i intraalveolarna hemoragija, HE, 100x; e) Bubreg:
izrazena hiperemija, difuzna parenhimatozna degeneracija epitelnih celija tubula, zadebljanje i fibroza glomerularnih kapilarnih krv-
nih sudova, HE, 200x; f) U parenhimu jetre uocava se izrazena hiperemija sa prosirenjem sinusoida i kompresijom hepatocita, fokalno
Je prisutan mononuklearni inflamatorni infiltrat, HE, 100x;
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Patohistoloska slika bubrega je u vidu izrazene hiperemije i
difuzne parenhimatozne degeneracije epitelnih ¢elija tubula,
a na jetri se takode uocava izrazena hiperemija sa prosire-
njem sinusoida i posledicnom kompresijom hepatocita.
Slezina se karakteri$e proSirenim sinusoidima crvene pulpe,
kao 1 povecanim brojem celija bele krvne loze i megakario-
citima. U parenhimu velikog mozga prisutna je umerena
hiperemija, fokalni pericelularni i perivaskularni edem.
Srcani misic¢ je hiperemican sa intersticijalnim edemom, dok
su promene na preparatima tankog creva i dalje diskretne i u
vidu blage hiperemije i fokalno gusc¢eg inflamatornog infil-
trata u lamini propriji.

Kod zivotinja koje su zrtvovane nakon 36 h, odnosno 48
h (E-IV i E-V grupa) na pluénom parenhimu je prisutna
izrazena hiperemija, deskvamovane alveolarne ¢elije 1 mak-
rofagi u alveolama, fokalno gus$¢i perivaskularni i peri-
bronhijalni infiltrat limfocita i plazma ¢éelije. Na preparatima
bubrega jasno se uocCava izrazena hiperemija, difuzna paren-
himatozna degeneracija epitelnih ¢éelija tubula, zadebljanje i
fibroza glomerularnih kapilarnih krvnih sudova, u pojedinim
tubulima je prisutan eozinofilni proteinski materijal. Prome-
ne na jetri su u vidu izrazene hiperemije sa prosirenim sinu-
soidima i kompresijom hepatocita koji pokazuju degene-
rativne promene pracene karioreksom, kariolizom i kario-
piknozom jedara, fokalno je prisutan mononuklearni infla-
matorni infiltrat. Pored izrazene hiperemije na slezini se
nalaze proSireni sinusoidi crvene pulpe sa poveéanim bro-
jem Celija bele krvne loze i megakariocitma, a bela pulpa je
proliferisala sa fokalno izrazenijim germinativnim centrima
(slika 1a i 1b). U moZzdanom parenhimu je hiperemija jace
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izrazena i prisutan je difuzan pericelularni i perivaskularni
edem, dok se u srcu uocava edem intersticijuma sa fokalnim
mononuklearnim infiltratima. Promene na tankom crevu
karakteriSu se blagom hiperemijom, sa fokalno gus¢im infla-
matornim infiltratom u lamini propriji i umnozenim limfnim
tkivom Payerovih ploca (slika 1c¢).

U slucajevima koji su egzitirali promene su znatno jaceg
intenziteta. Na preparatima srca prisutna je nekroza kardio-
miocita 1 gust infiltrat prevashodno neutrofilnih granulocita
(Slika 2a). U mozdanom parenhimu fokalno su prisutna ma-
nja podru¢ja encefalomalacije (Slika 2b), dok je na plu¢ima
uocena izrazena nekroza alveolarnih pregrada i intraalveo-
larna hemoragija (Slika 2¢ i 2d). Bubrezi su se karakterisali
akutnom tubularnom nekrozom i mononuklearnim infiltra-
tom u intersticijumu (Slika 2¢). Na jetri uginulih zivotinja
prisutna je nekroza hepatocita sa fragmentacijom gredica,
krvarenjem 1 nakupljanjem svetle, eozinofilne tecnosti
(Slika 2f).

ZAKLJUCAK

Registrovane patohistoloske promene na organima
eksperimentalnih Zivotinja odgovaraju promenama opisa-
nim u prethodno objavljenim istrazivanjima, u kojima je
ricin aplikovan na razliite nacine. Analiza pokazuje da su
patohistoloske promene kod zivotinja iz prve dve grupe
diskretne, dok su kod Zzivotinja iz ostalih grupa bolje izra-
zene i uocljivije. Na osnovu iznetog moze se zakljuciti da
patohistoloske promene progrediraju tokom vremena pro-
teklog od aplikacije suspenzije, odnosno da su u pozitivnoj
korelaciji sa proteklim vremenom.

Abstract

Introduction: Ricin is a naturally occurring protein, a toxin which belongs to the catego-
ry of the most accessible and the most lethal poisons. It is obtained from the castor oil plant
( Ricinus communis), whose seeds contain its highest content (1-5%). Ricin is also thought
to be a potential weapon of bioterrorism and taking into account the risk for human health,
it is classified as a biological weapon category B. Lately it has been used for the construc-
tion of the immunotoxins against tumor cells in the therapy of malignant diseases.
Numerous poisonings using ricin have been documented, not only accidental poisoning,
but also in case of suicides and homicides. In those cases, intact ricin seeds or extracted
ricin were used. The main aim of this research is to use pathohistological analysis to estab-
lish whether there was a significant difference in the development of pathomorphological
changes on the organs of experimental rats at various points of sacrificing. Material and
methods: Experimental rats were simultaneously orally tested by the solution which con-
tained sublethal concentration of ricin. After sacrificing, the samples of inner organs tis-
sue were taken in specifically defined intervals of time and used for further analysis.
Pathohistological analysis of the samples of inner organ tissues was made with the purpose
of establishing the changes caused by the effects of ricin in relation to time which passed
from the application of the solution. Results: On histological preparations of animals from
the first and second experimental groups, pathohistological changes are discrete. In ani-
mals from other groups changes are more pronounced and clearly visible and are particu-
larly intense in animals which died during the experiment. Conclusion: Pathohistological
changes on the organs of laboratory rats progress over the time that has passed since the
application of the suspension of the seed of castor bean.
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