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RESUMO: A utilizagdo de plantas medicinais, incluindo os extratos, de uso popular como
recurso terapéutico € uma tendéncia generalizada na populagao brasileira. A Euphorbia tirucalli
€ amplamente utilizada pela medicina popular brasileira no tratamento de lesbes, doengas
infecciosas, tumores e doengas inflamatérias. Por meio deste trabalho. Este estudo objetivou
avaliar a atividade genotéxica e antigenotéxica de E. tirucalli (aveloz). O latex foi obtido de um
exemplar da planta, na cidade de Goiéania, e diluido para a concentragdo de 1 mg/ml. Para a
avaliagao da atividade genotdxica e antigenotdxica da solugao aquosa do latex da E. tirucalli
foram realizadas pelo teste de micronucleo na medula dssea hematopoiética de camundongos.
A andlise citogenética das laminas foi realizada com a finalidade de se detectar possiveis
alteracdes e/ou perdas cromossémicas (micronucleos) nos eritrécitos policromaticos (EPC) da
medula dssea dos animais submetidos aos diferentes tratamentos. Os resultados mostraram que
nos tratamentos concomitantes com as solugbes aquosas do latex da E. tirucalli e mitomicina
C houve diminuicao dos numeros de micronucleos em 2.000 EPC. Os resultados permitiram
concluir que as solugdes aquosas do latex da E. tirucalli apresentaram atividade genotoxica,
antigenotoxica, citotdxica e anticitotoxica e ndo indicado o uso concomitante das solu¢des
aquosas do latex da E. tirucalli e mitomicina C, pois os efeitos genotéxicos e citotoxicos da MMC
foram diminuidos e, assim, ndo se obteve o efeito esperado deste agente altamente genotdxico.
Palavras-chave: Euphorbia tirucalli, latex, genotéxico, antigenotdxico.

Abstract: Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic activity of Euphorbia tirucalli
(Aveloz). 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. This is study aimed to evaluate the genotoxic and antigenotoxic activity of E. tirucalli
(aveloz). Latex was obtained from a plant specimen, in the city of Goiania, and diluted to the
concentration of 1 mg/ml. In order to evaluate the genotoxic and antigenotoxic activity of the
aqueous solution of E. 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. The results showed that
in the treatments concomitant with the aqueous solutions of latex of E. tirucalli and mitomycin
C, there was a decrease in micronuclei numbers in 2000 EPC. Our results allowed to conclude
that the aqueous solutions of E. tirucalli latex presented genotoxic, antigenotoxic, cytotoxic
and anticitotoxic activity and the concomitant use of the aqueous solutions of the latex of E.
tirucalliand 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.

INTRODUGAO A utilizagdo de plantas medicinais, incluindo os

O uso de plantas pelo homem como extratos, de uso popular como recurso terapéutico &
alimento e tratamento de doencgas, € conhecido uma tendéncia generalizada na populagao brasileira.
desde a antiguidade (Pereira e Cardoso 2012). Esta tendéncia tem contribuido significativamente
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para o consumo nao somente de plantas medicinais
como também de fitoterapicos (Gurib 2006).

As plantas medicinais representam
opgao terapéutica de grande importancia para a
manutengao das condigbes de saude das pessoas,
especialmente, para a populagado de baixa renda,
com o intuito de substituir ou auxiliar as terapias
convencionais no tratamento de varias doengas,
da facilidade de obtenc&o e do baixo custo (Lima
et al. 2013).

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

A Euphorbia tirucalli L., também conhecida
por diversas denominagbes 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
téxica, o género Euphorbia € amplamente utilizado
pela medicina popular brasileira no tratamento de
lesbes, doengas infecciosas, tumores e doengas
inflamatdrias (Yang et al. 2005; Amirghofran et
al. 2008; Zhang et al. 2008; Uzair et al. 2009;
Fernandez-Arche et al. 2010).

O latex da E. 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 solugéo
ultra diluida 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 utilizagées 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 bioldgicas, a investigacao cientifica
através de modelos experimentais adequados
torna-se necessaria na formulagdo de um novo
farmaco, sendo possivel desta forma, validar o uso
terapéutico de plantas (Heinrich e Gibbons 2001).

Considerando que inUmeras pesquisas
cientificas tém apresentado as atividades biolégicas
da E. tirucalli, espera se que a investigagdo das
atividades genotoxica/antigenotodxica da E. 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 E. tirucalli
(Aveloz) em camundongos, observando possiveis
atividades genotoxica, e/ou antigenotoxica.

MATERIAL E METODOS

Certificagdo botanica da Euphorbia
tirucalli

O latex da planta E. tirucalli (1894) foi
coletado na cidade de Goiania, Goias (-16°40'32.79",
-49°14’38.58”). Aidentificagéo botanica do exemplar
utilizado no experimento foi realizada pelo Dr. José
Angelo Rizzo, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Goias (ICB-UFG).
A exsicata foi depositada no herbario da referida
instituicdo, sob o niumero de registro 47797.

Obtenciao do latex da Euphorbia tirucalli
(1894)

O latex da E. tirucalli foi extraido por meio de
uma incisédo no tronco e nos galhos da planta adulta,
em seguida, foi coletado 1,0 ml utilizando-se seringa
descartavel, volume este transferido imediatamente
para um recipiente de vidro estéril contendo agua
destilada. A concentragao inicial foi de 0,1 ml de latex
puro correspondente a 100 mg. Apds a diluicdo em
9,9 ml de agua destilada, sua concentracéo final foi
de 10 mg/ml. Esta concentragéo final foi estudada
durante avaliagao toxicolégica em experimento. A
qualidade da solugéao 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. 2011). A concentragéo do
latex puro foi de 1 g/ml. Posteriormente, diluiu-se em
agua destilada para obtenc¢ao das concentragdes do
estudo de 10, 50 e 100 mg/ml.

Teste do microntcleo

O presente trabalho teve a avaliagdo e a
aprovacdo da Comissdo Etica em Uso de Animais
da Pontificia Universidade Catdlica de Goias,
protocolo n. 3319140516, de 26/08/2016. 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 nos
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 Experimentacdao Animal — COBEA (Damy et al.
2010). Os animais foram acomodados em ambiente
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com temperatura média de 24 + 2 °C e umidade
relativa de 55 + 5%; com ciclo de claro-escuro de 12
h e tiveram agua e alimentagéo ad libitum.

Cada grupo foi constituido por seis
camundongos tratados, intraperitonealmente, com
as doses de 10, 50 e 100 mg/kg por peso corpoéreo
do latex da E. tirucalli, no tempo de 24 h. O grupo
controle negativo foi tratado com agua destilada
estéril, enquanto que o grupo controle positivo
recebeu dose unica intraperitoneal de 4 mg/kg
correspondendo a 80% da DL, da mitomicina C.
Para a avaliagao da antimutagenicidade, foram
administradas as doses de 10, 50 e 100 mg/kg do
latex da Euporbia tirucalli concomitantemente com
dose de 4 mg/kg de MMC.

Ap6s 24 h, os camundongos foram
submetidos a anestesia por tiopental (30 mg/kg) e,
em seguida, eutanasia por deslocamento cervical.
Os fémures foram retirados. As epifises do fémur
foram seccionadas e a medula 6ssea lavada com 1
ml de soro fetal bovino. Apdés homogeneizagéo da
medula no soro, foi centrifugada a 300 x g durante
5 min e o sobrenadante, parcialmente descartado.
O precipitado de células foi homogeneizado com
pipeta de Pasteur. Uma gota de suspenséo celular
foi transferida para a lamina de vidro onde foi
confeccionado do esfregago das células da medula
6ssea hematopoiética. Apods secagem das laminas,
elas foram fixadas em metanol absoluto durante
5 min e coradas em solugdo Corante de Giemsa
tamponado, pH 6,8, por um periodo de 15 min
(Heddle, 1990). As Iaminas foram lavadas em agua
corrente e deixadas secar em temperatura ambiente.
A confecgao dos esfregagos e as contagens foram
realizadas pelo procedimento “duplo-cego”.

Analise Citogenética
A analise das laminas foi realizada em

microscopio 6ptico comum Nikon com a finalidade
de se detectar possiveis alteragdes e/ou perdas
cromossbmicas (micronucleos) nos eritrocitos
policromaticos (EPC) da medula éssea dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. As células
foram visualizadas em objetiva de imerséao (1000x),
usando duas l&minas para cada animal, avaliando-
se 2.000 EPC por lamina. Foi utilizada a média de
duas laminas como resultado. Para a avaliagao
da citotoxicidade, foram contados eritrocitos
policromaticos (EPC) e eritrécitos normocromaticos
(ENC). Arazao EPC/ENC foi determinada conforme
Schmid (1975).

Anidlise estatistica

As frequéncias de eritrdcitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) em 2.000 EPC de
cada grupo foram comparadas em relagdo ao
grupo controle negativo ou positivo pelo teste de
analise de variancia (ANOVA) e todos os pares
comparados pelo teste de Tukey. As diferengas
foram consideradas significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS

Para a avaliagdo da atividade genotdxica
e antigenotoxica da solugdo aquosa do latex da
E. tirucalli foi realizado o teste de micronucleo em
medula 6ssea hematopoiética de camundongos.
Os resultados da frequéncia de EPCMN, média,
desvio padrao e relagdo EPC/ENC para a atividade
genotoxica estao representados na Tabela 1 e
Figura 1.

Na tabela 1 observa-se que as diferentes
doses da solugdo aquosa do latex da E. tirucalli
apresentarem atividades genotodxica e citotoxica. As
doses de 100, 50 e 10 mg/kg do latex apresentaram
diferencgas significantes (p<0,05) na frequéncia de

TABELA 1 - Frequéncia de MN/2000 EPC e relagdo entre EPC/ENC apds 24 h do tratamento com latex Euphorbia

tirucalli em diferentes doses e controles.

Dose latex da Euphorbia tirucalli

Eritrocitos policromaticos Relacéo

(mglkg peso corporal) micronucleado's .(MNEPC) MIEE%C;AEF[C);P
MN/2000EPC Média + DP -

10 8,67 +2,16¢ 0,79 £ 0,07 ¢

50 16,50 £ 4,09» 0,65 + 0,04¢

100 26,17 + 4,26° 0,50 + 0,05¢

H,O (controle negativo) 2,33+1,21- 0,95 + 0,05¢

MMC (controle positivo) 30,67 + 6,31 0,40 £ 0,08

ap> 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: agua destilada; ** Controle Positivo: MMC (4 mg/kg peso
corporal).
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FIGURA 1 — Frequéncia de MN/2000 EPC nas doses do latex da Euphorbia tirucalli e os controles.

EPCMN, quando comparada ao grupo controle
negativo. Ja a relagdo EPC/ENC, comparadas ao
controle negativo, mostraram diferengas também
significativas (p <0,05) para as trés doses.

Os resultados da frequéncia de EPCMN,
média, desvio padrdo e relacdo EPC/ENC para
a atividade antigenotdxica estdo representados
na Tabela 2 e Figura 2. Na tabela 2 apresenta os
resultados do tratamento concomitante do latex da
E. tirucalli na doses de 10, 50 e 100 mg/kg mais 4
mg/kg de mitomicina C apresentaram diferengas
significativas (p<0,05) na frequéncia de EPCMN,
quando comparada ao grupo controle positivo.
Ja a relacdo EPC/ENC, comparada ao controle
positivo, mostrou que as diferengcas também foram
significativas (p <0,05) para as trés doses.

A frequéncia de EPCMN para tratamento
concomitante do latex da E. tirucalli e mitomicina,
C nas doses de 10 mg/kg mais 4 mg/kg, néo
apresentou diferenca estatistica (p>0,05), quando
comparada ao controle positivo. Entretanto, nas
doses de 50 mg/kg mais 4 mg/kg e 100 mg/kg
mais 4 mg/kg houve diferenca estatistica quando
comparadas ao controle positivo.

DISCUSSAO

A avaliacdo da genotoxicidade é um
dos mais importantes estudos de segurang¢a nao
clinicos exigidos para o registro, aprovacgao e
posterior comercializagcao de produtos farmacéuticos
(Muhammad et al. 2011).

TABELA 2 - Frequéncia de EPCMN e relacédo entre EPC/ENC apés tratamento simultaneo com MMC e de

diferentes doses do latex da Euphorbia tirucalli.

Micronucleos em eritrocitos

Dose (mg/kg) (Et latex +MMC) policromaticos (MNEPC) E,P(.:/ENC

o Média £ DP
Média + DP

10+4.0 242 +515- 0,72 £ 0,07¢

50+4.0 14,7 £2,88° 0,63 + 0,05¢

100 +4.0 12,2+ 3,54 0,49 + 0,03¢

H,O (controle negativo) * 2,3+1,21 0,95 + 0,06

MMC (controle positivo) ** 30,7+£6,31= 0,40 £ 0,08¢

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

Estudos sobre o potencial genotoéxico e
citotoxicos de plantas utilizadas pela populagao,
sa0 necessarios para identificar os possiveis riscos
genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos que os
inUmeros constituintes quimicos podem causar ao
organismo humano (Aruoma 2003).

Este trabalho avaliou o potencial genotdxico,
antigenotoxico e citotoxico e anticitotoxico da
solugéo aquosa do latex da E. tirucalli pelo teste
do micronucleo em medula 6ssea hematopoiética
de camundongos, que é o teste mais utilizado para
a detecgao de agentes clastogénicos, de agentes
aneugeénicos e citotdxicos de substancias in vivo. A
via de administragcédo escolhida para avaliagdo das
diferentes doses da solugdo aquosa e também dos
controles foi a intraperitoneal, que é considerada a
melhor, uma vez que otimiza a exposi¢céo da medula
Ossea aos agentes quimicos (Ribeiro 2003).

Nossos resultados mostraram a toxicidade
do latex da E. tirucalli nas doses de 10, 50 e
100 mg/kg, quando comparadas aos valores da
agua destilada, sendo concordante com algumas
pesquisas que demostram os efeitos téxicos do
extrato aquoso de E. ftirucalli utilizando diferentes
modelos in vitro e in vivo (Tiwari 2006; Silva et al.
2007; Varricchio et al. 2008).

Lin et al. (2012) demonstraram que a E.
tirucalli contém um éster de forbol altamente toxico,
0 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Este
resultado pode sugerir que o efeito genotdxico e
citotoxico do extrato podem ser devido a algum
dos constituintes quimicos citados (Chaudhuri et
al. 2007). Por outro lado, quando comparada a
frequéncia de EPCMN ap0ds tratamento simulténeo
com MMC e diferentes doses do latex da E. tirucalli,
a solugdo aquosa nas doses de 100 mg/kg e 50 mg/
kg impediram a agao da mitomicina C, ja a dose de

10 mg/kg n&o impediu a agéo da mitomicina C, desta
forma caracterizando atividade antigenotdxica. Estes
dados estdo concordantes com Caseiro et al (2006)
que utilizou uma receita caseira em camundongos
para estudar a atividade antitumoral do latex, onde
demonstrou a diminuigdo da proliferagdo celular
das células cancerigenas e ainda no grupo tratado
com a associagdo de quimioterapico e o latex de
E. tirucalli, pois houve uma diminuicao dos efeitos
colaterais induzidos pelo quimioterapico.

Provavelmente, esse efeito pode ter sido
causado pelo um dos constituintes do latex da E.
tirucalli. Os polifendis tém sido extensivamente
relatados como tendo atividade antigenotdxica 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
relagao entre EPC/ENC ap0ds tratamento simultaneo
com MMC e as doses de 10, 50 e 100 mg/kg do
latex da E. tirucalli, apresentaram-se diferencas
significativas, caracterizando atividade anticitotdxica.

Mesmo que a E. tirucalli seja utilizada
pela populagdo para o tratamento de doengas,
€ potencialmente um agente genotdxico, pois
apresenta ésteres de forbol (Machado et al. 2016).
Assim, o uso indiscriminado do extrato bruto pode
ter consequéncias devastadoras, pois a lesao
do material genético de uma célula pode causar
mutacgdes (Saeidnia 2013).

Segundo Machado et al. (2016), observou-
se um aumento da frequéncia de micronucleos,
danos no DNA e anormalidades cromossomicas,
indicando assim uma atividade genotdxica em
concentragdes de 1% e 10% de extrato bruto do
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latex de E. ftirucalli. Tais efeitos sdo amplamente
divulgados e bem caracterizados em estudos
anteriores (Okabe et al. 2011; Kumar et al. 2012;
Kawabe et al. 2013).

Nas condigbes experimentais desse estudo,
os resultados permitiram concluir que as solugdes
aquosas do latex da E. tirucalli apresentaram
atividade genotoxica, antigenotoxica, citotoxica
anticitotoxica. Nos tratamentos concomitantes
com as solugdes aquosas do latex da E. tirucalli e
mitomicina C, houve diminui¢do dos numeros de
micronucleos em 2.000 EPC.

No tratamento concomitante do latex da E.
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 antigenotoxica.

As doses de 10, 50 e 100 mg/kg da E.
tirucallicom a de 4 mg/kg de mitomicina C diminuiram
o efeito citotdxico da mitomicina C, ou seja, o latex
da E. tirucalli apresentou-se anticitotoxico. Portanto,
nao se indica o uso concomitante das solugdes
aquosas do latex da E. tirucalli e de mitomicina C,
pois o efeito genotodxico e citotdxico da MMC foram
diminuidos e, assim, ndo se obtém o efeito esperado
deste agente altamente genotodxico.
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