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RESUMO

Introducgao: A utilizacdo de plantas medicinais, incluindo os extratos, de uso popular
como recurso terapéutico € uma tendéncia generalizada na populagao brasileira. A
Euphorbia tirucalli é amplamente utilizada pela medicina popular brasileira no
tratamento de lesbes, doengas infecciosas, tumores e doencgas inflamatdrias. Por
meio deste trabalho. Objetivo: Avaliar a atividade genotdxica e antigenotoxica de
Euphorbia tirucalli (aveloz). Metodologia: O latex foi obtido de um exemplar da
planta, na cidade de Goiania, e diluido para a concentracdo de 1mg/ml. Para a
avaliagdo da atividade genotdxica e antigenotoxica da solugdo aquosa do latex da
Euphorbia tirucalli foram realizadas pelo teste de micronucleo na medula éssea
hematopoiética de camundongos. A analise citogenética das laminas foi realizada
com a finalidade de se detectar possiveis alteragdes e/ou perdas cromossOmicas
(micronucleos) nos eritrocitos policromaticos (EPC) da medula éssea dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. Resultados: Nos tratamentos
concomitantes com as solugdes aquosas do latex da Euphorbia tirucalli e Mitomicina
C, houve diminuigdo dos numeros de micronucleos em 2.000 EPC. Os resultados
permitiram concluir que as solugdes aquosas do latex da Euphorbia Tirucalli
apresentaram atividade genotodxica, antigenotoxica, citotdéxica e anticitotoxica e nao
indicado o uso concomitante das solugdes aquosas do latex da Euphorbia tirucalli e
Mitomicina C, pois os efeitos genotoxicos e citotoxicos da MMC foram diminuidos e
assim nao obtendo o efeito esperado deste agente altamente genotoxico.

Palavras-chave: Euphorbia tirucalli, latex, genotoxico, antigenotoxico.



ABSTRACT

Introduction: The use of medicinal plants, including extracts, of popular use as a
therapeutic resource is a widespread trend in the Brazilian population. Euphorbia
tirucalli is widely used by Brazilian popular medicine in the treatment of lesions,
infectious diseases, tumors and inflammatory diseases. Through this work.
Objective: To evaluate the genotoxic and antigenotoxic activity of Euphorbia tirucalli
(aveloz). Methodology: Latex was obtained from a plant specimen, in the city of
Goiania, and diluted to the concentration of 1mg / ml. To evaluate the genotoxic and
antigenotoxic activity of the aqueous solution of Euphorbia tirucalli latex were
performed by the micronucleus test in the hematopoietic bone marrow of mice. The
cytogenetic analysis of the slides was performed in order to detect possible
chromosomal changes and / or losses (micronuclei) in the polychromatic erythrocytes
of the bone marrow of the animals submitted to the different treatments. Results: In
the treatments concomitant with the aqueous solutions of latex of Euphorbia tirucalli
and Mitomycin C, there was a decrease in micronuclei numbers in 2000 EPC. The
results allowed to conclude that the aqueous solutions of Euphorbia Tirucalli latex
presented genotoxic, antigenotoxic, cytotoxic and anticitotoxic activity and the
concomitant use of the aqueous solutions of the latex of Euphorbia tirucalli and
Mitomycin C was not indicated, as the genotoxic and cytotoxic effects of MMC were
decreased And thus not achieving the expected effect of this highly genotoxic agent.

Keywords: Euphorbia tirucalli, latex, genotoxic, antigenotoxic.
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INTRODUGAO

O uso de plantas pelo homem como alimento e tratamento de doencas, é
conhecido desde a antiguidade (PEREIRA & CARDOSO, 2012). A utilizagdo de
plantas medicinais, incluindo os extratos, de uso popular como recurso terapéutico é
uma tendéncia generalizada na populagao brasileira. Esta tendéncia tem contribuido
significativamente para o consumo n&o somente de plantas medicinais como
também de fitoterapicos (GURIB, 2006).

As plantas medicinais representam opg¢ao terapéutica de grande importancia
para a manutengdo das condi¢gdes de saude das pessoas, especialmente, para a
populacdo de baixa renda, com o intuito de substituir ou auxiliar as terapias
convencionais no tratamento de varias doencas, da facilidade de obtencdo e do
baixo custo (Lima et al., 2013).

Segundo a OMS, cerca de 80% da populagdo mundial utiliza medicamentos
de origem natural como recurso terapéutico (OMS, 2004). Neste sentido, € estimado
que o mercado farmacéutico tradicional tenha um crescimento mundial de 3% a 4%
anualmente, e o de fitoterapicos de 6% a 7% (SOUZA & MACIEL 2010).

A Euphorbia tirucalli, também conhecida por diversas denominacdes
populares, como aveloz, arvore-do-lapis, cega-olho, dedo do diabo, gaiolinha,
espinho italiano, e muitos outros, tem como sua principal caracteristica sua
propriedade caustica. Apesar de ser considerada uma planta toxica, o género
Euphorbia € amplamente utilizado pela medicina popular brasileira no tratamento de
lesdes, doengas infecciosas, tumores e doengas inflamatérias (YANG ET AL., 2005;
AMIRGHOFRAN ET AL., 2008; ZHANG ET AL., 2008; UZAIR ET AL., 2009;

FERNANDEZ-ARCHE ET AL., 2010).



O latex da Euphorbia tirucalli contém constituintes irritantes tipo ingenane e
tigliane, ésteres diterpénicos derivados de alcoois engenol e phorbol (BALOCH,;
2010).

Nas ultimas décadas o extrato etandlico total de caule vem sendo utilizado
como solucdo ultra diluido como terapéutica complementar para pacientes com

imunodeficiéncias (VARRICCHIO, 2005; VARRICCHIO, 2008).

As plantas medicinais apresentam ampla diversidade de metabdlitos
secundarios com diferentes atividades bioldgicas, existindo a necessidade de um
aprofundamento no conhecimento das propriedades farmacoldgicas das espécies
vegetais e suas possiveis utilizacbes no desenvolvimento de novos medicamentos

(OLIVEIRA et al., 2008; SIMOES et al., 2010).

Uma vez que o uso popular de plantas medicinais fornece evidéncias de
algumas atividades biolodgicas, a investigagcdo cientifica através de modelos
experimentais adequados torna-se necessaria na formulagcido de um novo farmaco,
sendo possivel desta forma, validar o uso terapéutico de plantas. (HEINRICH &

GIBBONS, 2001).

Considerando que inumeras pesquisas cientificas tem apresentado as
atividades biologicas da Euphorbia tirucalli Linneau, espera se que a investigacao
das atividades genotdxica/antigenotdxica da Euphorbia tirucalli, possam colaborar

significativamente para um melhor entendimento de tais atividades.

Diante do exposto, este estudo se objetivou em avaliar os efeitos da solugao
aquosa da Euphorbia tirucalli (Aveloz) em camundongos, observando possiveis

atividades genotoxica, e/ou antigenotoxica.



2 - REFERENCIAL TEORICO

Euphorbia tirucalli

A Euphorbia tirucalli, da familia das Euphorbiaceas, € uma planta utilizada na
medicina popular. Proveniente da Africa e trazida para o Brasil com fins
ornamentais, € comumente conhecida como aveloz. Possui altura em torno de 1,2 a
6,0 metros, apresenta ramos jovens cilindricos da espessura de um lapis e folhas
pouco visiveis (Figura 1), que caem logo apos surgirem. As flores sdo pequenas,
raras e muitas vezes passam despercebidas. A planta produz um latex de coloragao
branca com constituintes irritantes, que podem causar em contato com a pele,
les®es, prurido e queimaduras (SAPIENCIA, 2010, BESSA et al., 2015).

Quimicamente o latex é constituido por ésteres de forbol, eufol, tirucalol,
desoxiforbol, euforcinol, ciclotirucanenol, cicloeufordenol, euforginol, taninos
hidrolisaveis, polifendis, flavonodides, [-sitosterol, stigmasterol, campferol, acido
palmitico, acido linoleico e eufol (MACHADO, 2007).

Atualmente as substancias de maior interesse farmacolégico sao os
diterpenos (ingendis), triterpeno eufol, flavondides e polifendis respectivamente com
agdo antitumoral, antiinflamatéria e antioxidante (BIXBI et al., 2005; SAPIENCIA,
2010).

Os ésteres de forbol também sdo alvos de estudos com atuagéo bioldgica
comprovada em processos inflamatérios e modulagdo da expressdo de citocinas

(BISHAYI et al., 2002).



Figura 1 — Euphorbia tirucalli — Detalhes dos galhos e substancia branca (latex).
Fotografia obtida com camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0 mega pixels.

Popularmente conhecida como aveloz ou pau-pelado, essa espécie apresenta
atividade no tratamento de diversas patologias sem comprovagéo cientifica da sua
eficiéncia e seguranga (VALE & ORLANDA, 2011).

Tradicionalmente, usa-se o latex diluido em agua, sendo 6 gotas em 2 litros
tomados em trés dias, em tratamento de diversos males como cancer e doenga de
chagas (VARRICHIO ET AL, 2008).

Nas familias das Euphorbiaceas s&o conhecidas por sua diversidade de
propriedades quimicas que vao desde substancias toxicas, angiogénicas,

antiangiogénicas e outras (SALATINO et al., 2007).

Avelar (2010) afirma que o Aveloz estimula a produgédo de citocinas que

excitam o sistema imune a combater tumores.



A utilizagdo popular da Euphorbia tirucalli no tratamento de doencas, e
pesquisas que demonstram efeitos antimicrobianos e imunomoduladores (PAREKH
ET AL., 2005; VIEIRA; AVELAR ET AL., 2010; FERNANDEZ-ARCHE ET AL., 2010;

FRANCA, 2011).

As atividades bioldgicas com futuras aplicagcbes terapéuticas da Euphorbia
tirucalli, citadas na literatura cientifica recente, incluem acdo antitumoral
(VALADARES et al.,, 2006; LOPES, 2008), antiviral (VIEIRA; FRANCA, 2011),
antioxidante (MACHADO et al., 2007), angiogénica (BESSA, 2015), antiinflamatéria
(BANI et al.,, 2007) e imunomoduladora (AVELAR et al., 2010; CORONEL et al.,

2010).

2.1 - Avaliagoes das atividades genotoxica e antigenotoxica

A ideia de que “o ‘natural’ ndo faz mal” ja esta ultrapassada na ciéncia e no
meio académico, no entanto, a populacdo mais carente ainda acredita nessa ideia.
Esta crenga, aliada ao ndo conhecimento das atividades bioldgicas das plantas,
pode torna-las nocivas para a populagao que faz uso delas como fonte de cuidados
basicos da saude, um meio alternativo ao uso de medicamentos.

Sem o conhecimento do perfil fitoquimico e das atividades farmacoldgicas
reais de uma determinada espécie, as plantas podem se tornar danosas a quem as
utiliza. Além disso, em quantidades nao controladas, os ativos podem ser toxicos
(NELSON & COX, 2011).

Na dieta humana encontra-se uma rica e complexa mistura de compostos
genotdéxicos e antigenotéxicos. Ja se conhece que as plantas também possuem
substancias que apresentam propriedades antigenotoxicas e anticarcinogénicas
como as fibras, compostos polifendlicos, isoflavonas, vitaminas (A, B, C, E e outras),

dentre outras (HIRAMATSU et al., 2004). Muitos compostos antigenotdxicos sao



agentes antioxidantes e atuam sequestrando os radicais livres de oxigénio (KHAN et
al., 2005; MALINS et al., 2002).

Genotoxicidade é a capacidade que algumas substancias tém de induzir
alteragdes no material genético de organismos a elas expostos, e essas alteragdes
séo responsaveis pelo surgimento de canceres e doencgas hereditarias (HEDDLE et
al. 1991).

A informag&o genética esta contida no DNA e é transmitida para cada célula
de forma conservada e replicada. Entretanto, o DNA pode sofrer lesbes por agentes
genotoxicos (agentes quimicos, fisicos ou biolégicos) modificando sua estrutura, e
que sao denominadas de mutag¢des (RIBEIRO, 2003).

Mutacgdes sao alteragdes permanentes na sequéncia de nucleotideos do DNA
e, ao acumular mutag¢des, um gene de divisdo celular pode ser afetado, podendo
originar um cancer (KLUG et al. 2010).

Existem substancias naturais ou sintéticas que protegem o DNA do dano ou
modulam a agdo do agente genotdxico. Essas substancias sdo conhecidas por
agentes antigenotdxicos ou antimutagénicos (WATERS et al., 1996).

A antimutagénese inclui a inibicdo de absorcdo e ativacdo de substancias
cancerigenas, a detoxificagdo de carcindgenos, o bloqueio da ligagdo carcindégeno
DNA e a otimizacéo de reparo do DNA (NAMASIVAYAM, 2011).

As substancias antimutagénicas podem ser classificadas em desmutagénicos
e bioantimutagénicos. Os desmutagénicos desempenham a sua atividade protetora
por inativagcao das substancias mutagénicas antes que elas atuem sobre o DNA. Ja
os bioantimutagénicos sao capazes de suprimir a mutacao por interferirem sobre os

processos metabdlicos de reparagao inerentes a célula (MELO-REIS et al., 2011).



Pesquisas sobre antigenotoxicidade apresentam potencial promissor, pois
poderiam vir a elucidar a efetividade de algumas substancias antigenotodxicas,
encontradas nas plantas usadas na medicina popular (VEIGA-JR, 2008; YUNES &
CALIXTO, 2001). A prevencao de neoplasias malignas seria diminuir a exposi¢ao da
célula a mutagenos e carcindgenos e também pela utilizagdo de substancias que
atenuam a agdo de agentes genotoxicos (BAGATINI et al., 2007).

O frequente uso de substéncias antigenotoxicas e anticarcinogénicas € um
meio de prevenir doengas degenerativas e neoplasicas. Varias substancias de uso
frequente na terapia alopatica e homeopatica sdo provenientes das plantas (VEIGA
JUNIOR, 2008).

Substancias antimutagénicas tém despertado interesse pela comunidade
cientifica e também das industrias farmacéuticas, pois esses agentes apresentam
propriedades que podem ser empregados para a prevencao de danos ao DNA.
Pesquisas sobre antigenotoxicidade apresentam potencial promissor, pois poderiam
vir a elucidar a efetividade de algumas substancias antigenotéxicas, encontradas
nas plantas usadas na medicina popular (VEIGA JUNIOR, 2008).

Para avaliar a atividade genotdxica e/ou antigenotdxica de agentes fisicos,
quimicos e biologicos existem uma variedade de testes laboratoriais in vivo e in vitro.

Os diferentes testes genotdéxicos detectam mutagbes génicas e
cromossOmicas. Dentre eles, o teste do micronucleo fornece informagdes primarias,
em nivel cromossémico, sobre os danos no DNA causados por agentes quimicos e
fisicos. Os micronucleos originam-se de fragmentos cromossdmicos acéntricos
(efeito clastogénico) ou de cromossomos inteiros que ndao completam a migracao

anafasica da divisao celular (efeito aneugénico) (KLUG et al. 2010).



2.2 - Teste do Micronucleo em medula éssea de camundongos in vivo

Um dos testes in vivo muito utilizado na avaliagdo da agao clastogénica e/ou
aneugénica de composto €& o teste do micronucleo em medula Ossea de
camundongo. Este ensaio € amplamente aceito pelas agéncias internacionais e
instituicdes governamentais como parte dos ensaios recomendados para se
estabelecer a avaliacdo e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos
(RIBEIRO, 2003).

O teste do micronucleo em camundongos tem por objetivo detectar e
quantificar a acdo de substancias indutoras de mutagénese e/ou antimutagénese.
Este teste tem sido largamente utilizado na avaliacdo do potencial genotdxico de
agentes fisicos e quimicos (CHUNG et al., 2002; DING et al, 2003), no
biomonitoramento de populagdes humanas ocupacionalmente expostas a agentes
mutagénicos (BOLOGNESI et al., 2004), na pesquisa de compostos inibidores de
carcinogénese (ROY et al., 2003) e em estudos ecotoxicologicos (LLORENTE et al.,
2002). E um método eficaz e possivel de ser realizado com baixo custo (ROSEFORT

et al., 2004).

O ensaio do MN pode ser executado em qualquer populagao de células que
estejam em constante divisdo. Nesse caso, a medula 6ssea hematopoiética de
mamiferos € indicada para o estudo, uma vez que as células levam de 10 a 24 horas

para completar um ciclo de divisédo (Figura 2) (RIBEIRO, 2003).
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Figura 2 — Processo de maturagdo normal das células da linhagem eritrocitaria. Esquema
desenvolvimento segundo Ribeiro et al. (2003), em PowerPointg 2007, da Microsoft®.

Comparado com outros testes citogenéticos, o teste de MN apresenta
algumas vantagens, incluindo baixo custo, rapidez de analise para triagem de
grande numero de substancias. E capaz de considerar e avaliar as diferentes fases
avalia danos cromossdémicos e possui reprodutibilidade satisfatoria, ja que foi
adaptado por varios autores ao estudo em diferentes espécies (GARAJ-

VRHOVAC; ZELJEZIC, 2001).



3 - OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o latex da Euphorbia tirucalli em relagdo as suas possiveis atividades

genotoxica, e/ou antigenotoxica.

Objetivos especificos

Caracterizar a possivel presenca da atividade genotoxica do latex da Euphorbia
tirucalli mediante a realizacdo de experimentos “in vivo”, utilizando como modelo
experimental o teste de micronucleo em medula Ossea hematopoiética de

camundongos.

Determinar a possivel presencga da atividade antigenotoxica do latex da Euphorbia
tirucalli mediante realizacdo de experimentos “in vivo”, pelo tratamento simultaneo
do latex da planta e de um composto sabidamente genotdoxico a Mitomicina C
utilizando-se o teste de micronucleo em medula o6ssea hematopoiética de

camundongos.



4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Certificagao botanica da Euphorbia tirucalli

O latex da planta Euphorbia tirucalli (1894) foi coletado na cidade de Goiania-
Goias (-16° 40' 32.79", - 49° 14' 38.58"). A identificacdo botanica do exemplar
utilizado no experimento foi realizada pelo Dr. José Angelo Rizzo, do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Goias (ICB-UFG). A exsicata foi

depositada no herbario da referida instituicdo, sob o numero de registro 47797.

4.2 — Obtenc¢ao do latex da Euphorbia tirucalli (1894)

O latex da Euphorbia tirucalli foi extraida por meio de uma incisdo no
tronco e nos galhos da planta adulta, em seguida, coletada 1,0 ml utilizando-se
seringa descartavel e transferida imediatamente para um recipiente de vidro estéril
contendo agua destilada. A concentragdo inicial foi de 0,1 ml de latex puro
correspondente a 100 mg. Apos a diluicdo em 9,9 ml de agua destilada, sua
concentracéo final foi de 10 mg/ml. Esta concentracéo final foi estabelecida durante
avaliagao toxicolégica em experimento. A qualidade da solugao foi determinada pela
auséncia de coagulos e pela sua homogeneidade do material, que ficou estocado a

4°C pelo periodo maximo de 30 dias (MELO-REIS et al 2010).

A concentragao do latex puro foi de 1g/ml. Posteriormente, diluiu-se em agua

destilada para obtencéo das concentragées do estudo de 10, 50 e 100 mg/ml.



4.3 — Mitomicina C

Segundo Wallau et al. (2005), a mitomicina C (MMC) é um antimetabdlito alquilante
derivado do Streptomyces caespitosus e usada como agente quimioterapico
sistémico. Atua bloqueando a replicacdo de DNA e RNA e inibindo a sintese

protéica, sem ciclo celular especifico de acao.

4.4 - Animais da experimentagao

Para realizar o teste do micronucleo, foram utilizados 48 camundongos
machos, saudaveis, da espécie Mus musculus “outbred" linhagem Swiss Webster,
oriundo do Biotério Central da Universidade Federal de Goias, apresentando peso
corporeo entre de 41,0 + 5,2 g e faixa etaria entre 2 e 3 meses no dias do
experimento. Os animais foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno, com
piso sélido, forradas com maravalha previamente esterilizada, conforme padrdes
internacionais e Colégio Brasileiro de Experimentagcdao Animal — COBEA (DAMY et.
al. 2010). Os animais foram acomodados em ambiente com temperatura média de
24+2°C e umidade relativa de 55+5%; com ciclo de claro-escuro de 12 horas e

tiveram agua e alimentagao ad libitum.

4.5 — Reagentes e Solugoes

4.5.1 — Solubilizagao das células

e Soro fetal bovino de Laborclin Produtos para Laboratorios.

4.5.2 — Fixador

e Metanol absoluto — Labsynth Produtos para Laboratérios



4.5.3 — Tampao Fosfato (pH 6,0)

o Fosfato de sddio dibasico (Na;HPO, . 12 Hy0), Sigma-Aldrich Chemical

Company

e Fosfato de so6dio monobasica (NaH,PO, . H,0), Sigma-Aldrich Chemical

Company.

Composicao do tampao fosfato pH 6,0

Solugao A
NazHPO4 . 12 HoO. e 179 ¢
Agua destilada..........c.ccouoeoreeece e 100 ml
Solugcao B
NaH2PO4 . HoO...oceeeee e 3445 g
AQUA deStIA0A. ... 500 ml

Tampao fosfato pH 6,0

5T o] 11T o Lo 74 ml
8T o1 11T o Lo TN = 426 ml
AQua destilada..........cccueeeerireeeiienneeesesee e n s 1.500 ml

4.5.4 - Corante

e Tampao fosfato pH 6,0



e Giemsa, Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios

Composicao do Corante Giemsa tamponado*

Tampao fosfato pH 6,0..........coomiiie s 100 ml
AQua destilada...........cceeeueeeeeecrieeeeesireee e asaenens 100 ml
ST o] 11T o2 Lo €T T=Y o 1 T3 T PR 9ml

¢ Filtrado em papel filtro

4.6 — Controles

4.6.1 — Controle positivo

¢ Mitomicina C (MMC), Bristol-Myers Squibb

Solugao de Mitomicina C

MItOMICING C..oee e 5mg

Agua destilada @StEFil............cooveviveeeeeeeeeeeeeeeee e 5ml

4.6.2 — Controle negativo

e Agua destilada estéril

4.7 — Aprovagao em comité de ética

O presente trabalho teve a avaliacdo e a aprovagdo da Comissdo Etica em
Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica de Goias, protocolo n.

3319140516, de 26/08/2016.



4.8 - Procedimento Experimental
4.8.1 — Teste do Micronucleo em medula 6ssea de camundongo

Cada grupo foi constituido por sei camundongos, que foram tratados,
intraperitonealmente, com as doses de 10, 50 e 100 mg.kg™" por peso corpéreo do
latex da Euporbia tirucalli, no tempo de 24 horas. O grupo controle negativo foi
tratado com agua destilada estéril, enquanto que o grupo controle positivo recebeu
dose unica intraperitonial de 4 mg.kg'1 correspondento a 80% da DLsy de mitomicina
C. Para a avaliagao da antimutagenicidade, foram administrados as doses de 10, 50
e 100 mg.kg-1 do latex da Euporbia tirucalli concomitantemente com dose de 4

mg.kg™' de MMC.

Apods 24 horas, os camundongos foram submetidos a anestesia por Tiopental
(30 mg/kg), em seguida, a eutanasia por deslocamento cervical. Os fémures foram
retirados. As epifises do fémur foram seccionadas e a medula éssea lavada com 1
ml de soro fetal bovino. Apés homogeneizagao da medula no soro, foi centrifugada a
300 x g durante 5 minutos e o sobrenadante, parcialmente descartado. O
precipitado de células foi homogeneizado com pipeta de Pasteur. Uma gota de
suspenséao celular foi transferida para a lamina de vidro onde foi confeccionado do
esfregacgo das células da medula 6ssea hematopoiética. Apds secagem das laminas,
elas foram fixadas em metanol absoluto durante 5 minutos e coradas em solugao
Corante de Giemsa tamponado, pH 6,8, por um periodo de 15 minutos (HEDDLE,
1990). As laminas foram lavadas em &gua corrente e deixadas secar em
temperatura ambiente. A confecgcao dos esfregacos e contagens foram realizadas

pelo procedimento “duplo-cego”.



4.8.2 — Analise Citogenética

A anadlise das laminas foi realizada em microscépio 6ptico comum Nikon com

a finalidade de se detectar possiveis alteragées e/ou perdas cromossdmicas
(micronucleos) nos eritrocitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. As células foram visualizadas em objetiva de
imersao (1000x), usando duas laminas para cada animal, avaliando-se 2.000 EPC
por lamina (Figura 3). Foi utilizada a média de duas laminas como resultados. Para a
avaliagdo da citotoxicidade, foram contados eritrocitos policromaticos (EPC) e
eritrocitos normocromaticos (ENC). A razdo EPC/ENC foi determinada conforme

Schmid (1975).

Micronucleo

'I @ cre

ENC “

#5

Figura 3 — Observacédo de eritrécitos com policromaticos micronucleados (indicados pelas

setas) em esfregagco de sangue da medula 6ssea de camundongo. ENC - Eritrécito
normocromatico. EPC — Eritrdcito policromatico. Fotomicrografia obtida pela cdmera JVC
TK1270 acoplado ao microscopio para captura das imagens usando placa Pinnacle Studio

AV/DV Deluxe.



4.8.3 — Analise estatistica

As frequéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em
2.000 EPC de cada grupo foram comparadas em relagéo ao grupo controle negativo
ou positivo pelo teste de analise de varidncia (ANOVA) e todos os pares
comparados pelo teste de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.



5 - RESULTADOS

Para a avaliagdo da atividade genotdxica e antigenotdxica da solugdo aquosa
do latex da Euphorbia tirucalli foi realizado o teste de micronucleo em medula éssea

hematopoiética de camundongos.

Os resultados da frequéncia de EPCMN, média, desvio padrao e relacéo

EPC/ENC para a atividade genotoxica estdo representados nas tabelas 1 e grafico

1.

Tabela 1 Frequéncia de MN/2000 EPC e relagao entre EPC/ENC apés 24 horas

do tratamento com latex Euphorbia tirucalli em diferentes doses e controles.

Dose latex da

N° de

Eritrocitos
policromaticos
micronucleados

Euphorbia tirucalli RELACAO
(mg.kg”' peso  |animais (MNEPC)
corporal) MN/2000EPC EPC/ENC
Média | DP MEDIA + DP
10 6 867 +216° 0,79+ 0,07 ¢
50 6 16,50 +4,09° | 0,65 + 0,04
100 6 26,17 +4,26° | 0,50 + 0,05¢
H,O (controle 6 233+1,21° 0,95 + 0,05°
negativo) *
MMC (controle 6 30,67 + 6,31 0,40 + 0,08

positivo) **

2 P> 0,05 ; ° P<0,05; © P>0,05; ° P<0,05. Todos os resultados foram comparados
com o grupo controle negativo. O valor de P menor de 0,05 (P<0,05) foram

considerados indicativos de significancia.

*Controle negativo: 4gua destilada; ** Controle Positivo: MMC (4mg.kg™" peso

corporal).
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Gréfico 1 — Frequéncia de MN/2000 EPC nas doses do latex da Euphorbia
tirucalli e os controles.

Na tabela 1 observa-se que as diversas doses da solugdo aquosa do latex
da Euphorbia tirucalli apresentarem atividades genotdxica e citotoxica. As doses de
100 mg.kg' e 50 mg.kg' e 10 mgkg’' do latex apresentaram diferencas
significantes (p<0,05) na frequéncia de EPCMN quando comparadas ao grupo
controle negativo. Ja a relagdo EPC/ENC comparadas controle negativo as

diferencas também foram significativas (p <0,05) para as trés doses.

Os resultados da frequéncia de EPCMN, média, desvio padrao e relagao
EPC/ENC para a atividade antigenotéxica estdo representados nas tabelas 2 e

grafico 2.

Tabela 2 — Frequéncia de EPCMN e relacao entre EPC/ENC apés
tratamento simultdneo com MMC e de diferentes doses do latex da
Euphorbia tirucalli.

Dose (mg.kg™) (Et N° de | Microntcleos em EPC/ENC
latex +MMC) animais eritrocitos MEDIA +




policromaticos DP

(MNEPC)

Média + DP
10 + 4.0 6 242 +51532 0,72 + 0,07¢
50 + 4.0 6 14,7 +2,88° 0,63 + 0,05¢
100 + 4.0 6 12,2+354° 0,49 + 0,03¢
H20 (controle 6 234121 0,95 + 0,06
negativo)
MMC (controle 6 30746312 | 0,40 +0,08°
positivo)

ap> 0,05; b P<0,05; ¢ P>0,05; d P<0,05. Todos os resultados foram comprados com o
Grupo controle positivo. Os valor de P menor que 0,05 (P<0,05) foram considerados
significativos.
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Grafico 2 — Frequéncia de MN/2000 EPC nas doses do latex da Euphorbia tirucalli e os
controles.

Na tabela 2 apresenta os resultados do tratamento concomitante do latex
da Euphorbia tirucalli na doses de 10 mg.kg'1 mais 4 mg.kg'1 de Mitomicina C, 50

mg.kg”" mais 4 mg.kg"' e 100 mg.kg" mais 4 mg.kg" apresentaram diferencas



significativas (p<0,05) na frequéncia de EPCMN quando comparadas ao grupo
controle positivo. Ja a relacdo EPC/ENC comparadas controle positivo as diferencas

também foram significativas (p <0,05) para as trés doses.

A frequéncia de EPCMN para tratamento concomitante do latex da Euphorbia
tirucalli e Mitomicina C nas doses de 10 mg.kg" mais 4 mg.kg™', ndo houve
diferenga estatistica (p>0,05) quando comparada ao controle positivo. Entretanto,
nas 50 mg.kg"' mais 4 mgkg"' e 100 mg.kg”" mais 4 mg.kg' houve diferenca

estatistica quando comparada ao controle positivo.



6 — DISCUSSAO

A avaliagdo da genotoxicidade € um dos mais importantes estudos de
seguranga nao clinicos exigidos para o registro, aprovagao e posterior

comercializagao de produtos farmacéuticos (MUHAMMAD et al., 2011).

Estudos sobre o potencial genotoxico e citotoxicos de plantas utilizadas pela
populagdo, sao necessarios para identificar os possiveis riscos genotéxicos,
mutagénicos e carcinogénicos que 0s inumeros constituintes quimicos podem

causar ao organismo humano (ARUOMA, 2003).

Este trabalho avaliou o potencial genotdxico, antigenotoxico e citotoxico e
anticitotoxico da solugdo aquosa do latex da Euphorbia tirucalli pelo teste do
micronucleo em medula 6ssea hematopoiética de camundongos, que € o teste mais
utilizado para a detecgéao de agentes clastogénicos, de agentes aneugénicos e
citotéxico de substancias in vivo. A via de administracdo escolhida para avaliagao
das diferentes doses da solugdo aquosa e também dos controles foi a
intraperitoneal, que é considerada a melhor, uma vez que otimiza a exposicdo da

medula 6ssea aos agentes quimicos (RIBEIRO, 2003).

Nossos resultados mostraram a toxicidade do latex da Euphorbia tirucalli nas
doses de 10 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg, quando comparadas aos valores da
agua destilada, sendo concordante com algumas pesquisas que demostram os
efeitos toxicos do extrato aquoso de Euphorbia tirucalli utilizando diferentes modelos

in vitro e in vivo (TIWARI, 2006; SILVA et al., 2007; VARRICCHIO et al., 2008).

Lin et al. (2012), demonstra que a Euphorbia tirucalli contém um éster de

forbol altamente toxico, o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).



Este resultado pode sugerir que o efeito genotdxico e citotéxico do extrato
podem ser devido a algum dos constituintes quimicos citados (CHAUDHURI et al.

2007).

Por outro lado, quando comparada a frequéncia de EPCMN apés tratamento
simultaneo com MMC e diferentes doses do latex da Euphorbia tirucalli. A solugao
aquosa nas doses de 100 mg/kg e 50 mg/kg impediram a agao da Mitomicina C, ja a
dose de 10 mg/kg ndo impediu a agdo da Mitomicina C, desta forma caracterizando
atividade antigenotoxica. Este dados estdo concordante com Caseiro et al (2006)
utilizou uma receita caseira em camundongos para estudar a atividade antitumoral
do latex, onde demonstrou a diminuicdo da proliferagdo celular das células
cancerigenas e ainda no grupo tratado com a associagao de quimioterapico e latex
de Euphorbia tirucalli houve uma diminuicdo dos efeitos colaterais induzidos pelo
quimioterapico.

Provavelmente, esse efeito pode ter sido causado pelo um dos constituintes
do latex da Euphorbia tirucalli. Os polifendis tém sido extensivamente relatados
como tendo atividade antigenotoxica e efeitos altamente protetores para material
genético (ZHENG ET AL., 2010; RAJAVELU ET AL., 2011; KATIYAR, 2011;
PEDRET ET AL., 2012). Por outro lado, o éster de forbol € um agente genotdxico
(OKABE ET AL., 2011; KUMAR ET AL., 2012; KAWABE ET AL., 2013).

Em nosso estudo quando comparada a relagdo entre EPC/ENC apds
tratamento simultdneo com MMC e as doses de 10 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg do
latex da Euphorbia tirucalli, apresentou - se diferengas significativas, caracterizando

atividade anticitotoxica.



Mesmo que a Euphorbia tirucalli seja utilizada pela populagdo para o
tratamento de doencas, € potencialmente um agente genotdxico, pois apresenta
ésteres de forbol (MACHADO et. al. 2016).

Assim, o uso indiscriminado do extrato bruto pode ter consequéncias
devastadoras, com isso, a lesdo do material genético de uma célula pode causar
mutacdes (SAEIDNIA, 2013).

Segundo Machado et. al. (2016), observou-se um aumento da frequéncia de
micronucleos, danos no DNA e anormalidades cromossémicas, indicando assim uma
atividade genotdxica em concentragbes de 1% e 10% de extrato bruto do latex de
Euphorbia tirucalli. Tais efeitos sdo amplamente divulgados e bem caracterizados
em estudos anteriores (OKABE et al. 2011, KUMAR et al. 2012, KAWABE et al.

2013).



7 - CONCLUSOES:

1)

Nas condigdes experimentais desse estudo, os resultados permitiram
concluir que as solugdes aquosas do latex da Euphorbia tirucalli
apresentaram atividade  genotoxica, antigenotoxica, citotoxica

anticitotoxica.

Nos tratamentos concomitantes com as solugbes aquosas do latex da
Euphorbia tirucalli e Mitomicina C, houve diminuicdo dos numeros de

micronucleos em 2.000 EPC.

No tratamento concomitante do latex da Euphorbia tirucalli e Mitomicina C
nas doses de 10 mg.kg™" mais 4 mg.kg™”, houve atividade genotoxica,
entretanto, nas 50 mg.kg” mais 4 mg.kg? e 100 mg.kg™" mais 4 mg.kg™

houve atividade antigenotéxica.

As doses 10 mg.kg™ mais 4 mg.kg™”, 50 mg.kg™ mais 4 mg.kg”" e 100
mg.kg™" mais 4 mg.kg™ da Euphorbia tirucalli diminuiram o efeito citotéxico

da Mitomicina C ou seja o latex da Euphorbia tirucalli foi anticitotoxico.

Portanto, ndo indicado o uso concomitante das solugcdes aquosas do latex
da Euphorbia tirucalli e Mitomicina C, pois o efeito genotoxico e citotdxico
da MMC foram diminuidos e assim nao obtendo o efeito esperado deste

agente altamente genotoxico.
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