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RESUMO

A planta Euphorbia tirucalli, conhecida popularmente como aveldz, possui frequente
utilizacdo na terapéutica tradicional e popular por acreditar-se que a mesma
apresenta atividade antitumoral e acao terapéutica para diversas doencgas graves
através do consumo de seu latex diluido. O teste de micronucleos (MN) em Allium
cepa vem sendo muito utilizado para analise de mutagenicidade em plantas
medicinais, por ser simples, com alta sensibilidade, rapidez na analise e por possuir
sistema celular eucarittico, cuja fisiologia € a mais proxima das células animais. O
presente trabalho objetivou-se em analisar a atividade antimutagénica da planta E.
tirucalli através do teste de micronucleo em A. cepa. Foram postos a germinar 140
bulbos em sete concentracdes diferentes sendo: 5uL, 10uL, 15uL, 20uL e 25uL do
latex em solucdo de CuSO,4 25 mg/L, um controle negativo em 4gua mineral pura e
por fim um controle positivo com solu¢do de CuSO4 25 mg/L (sem E. tirucalli). Ap6s
a germinacdo dos meristemas, preparou-se 20 laminas para cada grupo, em
seguida, as mesmas foram analisadas em microscoépio éptico, com objetivas de 40x
e ocular de 10x, tendo um aumento de 400x, sendo que os MN foram contabilizados
a cada 1000 células por lamina. Ap6s a analise das laminas e levantamento da
média de MN nos grupos, foi realizada uma analise estatistica do mesmo onde se
observou significancia estatistica apenas na concentragcédo de 25 uL (p<0,05) quando
comparada ao controle positivo, demonstrando que a mesma concentracao
apresenta potencial antimutagénico em células vegetais.

Palavras-cahve: Euphorbia tirucalli, Antimutagénico, Allium cepa, Micronucleo,
Mutacéo.



ABSTRACT

The plant Euphorbia tirucalli, popularly known as aveldz, has frequently been used in
traditional therapies and folk remedies for its perceived anti-tumor qualities and
therapeutic benefits for several serious diseases. The excreted latex solution is
typically consume dint really or used externally. The micronucleus test (MN) in A.
strain has been widely used for analysis of mutagenicity in medicinal plants, because
it is simple to prepare, is a high sensitivity sample, and has a fast analysis due to its
eukaryotic cellular system with physiology loser to animal cells. This study aimed to
examine the antimutagenic activity in the plant E. tirucalli by micronucleus test in A.
strain. 140 samples were germinated in seven different concentrations of: 5uL, 10uL,
15uL, 20uL, and 25uL of the latex solution of CuSO,4 25 mg / L, a negative control
with pure mineral water and finally a positive control solution of CuSO, 25 mg / L
(without E. tirucalli). After the germination of meristems, 20 slides were prepared for
each group, then analyzed by optical microscope with a 40x objective and 10x
ocular, and a 400x magnification. The MN was counted in 1000 cells per slide. After
reviewing the slides and surveying the average MN groups, a statistical analysis was
performed. Statistical significance was found at a concentration of 25 mL (p<0.05)
compared to the positive control, demonstrating that the same concentration has
antimutagenic potential in plant cells.

Keywords: Euphorbia tirucalli, Antimutagenic, Allium cepa, Micronuclei, Mutation.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

LISTA DE FIGURAS

Formacéo de microndcleos em células eucarioticas...........cccceeeeeennn...

A - Planta E. tirucalli, B - Extracdo do latex da E. tirucalli...................

A - Geminacao de A. cepa no latex da E. tirucalli, B - Meristemas de

A - Coleta dos meristemas de A. cepa, B - Banho Maria dos

MENSTEMAS U8 A. CEPA.ceeiiiiiiiiieeeeii ettt

A - Células de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 10x), B - Micronucleo

em célula de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40X)..........ccevvevvvvvvieeenennn.

Média de numeros de micronlcleo encontrados em 1000 células de
A. cepa, por concentracbes de latex da planta E. tirucalli.

Significativo para p<0.05 *.........uuiiiiiiii e

26

26

27



ANVISA
A. cepa
CEME
CuSO,
DNA

E. tirucalli
FAEMA
HCI

MN

OMS

SIDA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Allium cepa

Central de Medicamentos

Sulfato de Cobre

Acido Desoxirribonucléico

Euphorbia tirucalli

Faculdade de Educacéao e Meio Ambiente
Acido Cloridrico

Micronucleos

Organizacdo Mundial de Saude

Sindrome de Imuno Deficiéncia Adquirida



SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt ettt ettt e st s ettt e e steeresae e 13
2 REVISAO DE LITERATURA . ....coo ittt en e 14
2.1 PLANTAS MEDICINAIS. ... e e e e e e e 14
2.2 EUPhOrbia tiruCalli.........eviiiiiiiiiiiieieiee e 15
2.2.1 Principais Componentes Presentes em Euphorbia tirucalli................... 17
2.2.2 UtilizacBes Clinicas Associadas ao Uso de Euphorbia tirucalli............. 17
2.2.3 Atividade Mutagénica da Euphorbia tirucalli...........cccooooeiiiiiiiiiiiiiieeee, 19
2.3 MUTAGENICIDADE.........cocuiiiieiiiiiisieisie sttt 19
2.4 TESTES DE MICRONUCLEOS EM AlliUM CEPA.......ccvrivririerereeeeeieseeaeaeeeenn, 21
S OBUIETIVOS . ...ttt e ettt e e e e et e e e e s e st it e e e e e e e nnsnraeeeeaans 23
3. L OBIETIVO GERAL... et e e e e e e e e e e e 23
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ...ttt 23
4 METODOLOGIA. ...ttt e e e e e e e e s s e e e e e annnbbee e e 24
4.1 OBTENCAO E PREPARO DA AMOSTRA......coviiitieteeeeeee e et 24
4.2 CONCENTRAC@ES DOS GRUPOS CONTROLE......ccccoovviiiieiiieeeeeeee, 25
4.3 ANALISE MUTAGENICA. ..o, 25
5 RESULTADOS E DISCUSSOES.......oe oo, 28
CONCLUSAO. ...ttt ettt ettt 31

REFERENCIAS. ...ttt ettt e e, 32



14

INTRODUGCAO

A ciéncia tradicional a respeito das propriedades terapéuticas das plantas
medicinais colabora para a formulacdo de farmacos e contribui para as praticas
terapéuticas. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), plantas medicinais
sdo utilizadas por 80% da populagdo mundial na aplicacdo primaria a saude.
(AVELAR, 2010).

Resultados dos estudos de pesquisa com plantas medicinais viabilizam a
fabricacdo de medicamentos em curto tempo, menores custos e de facil acesso a
populacdo. (LOPEZ, 2006). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), os medicamentos fitoterapicos sao originarios de plantas medicinais,
empregando-se derivados da droga vegetal, como extrato, tintura, oleo, cera, suco e
outros, devendo oferecer garantia de qualidade, acdo terapéutica comprovada,
composicao padronizada e seguranca na utilizagéo pela populacdo. (BRASIL, 2004).

Diversas espécies de plantas tiveram seus compostos isolados na medicina
alternativa, porém, ainda ndo tiveram suas atividades terapéuticas estudadas.
Determinada quantidade desses compostos isolados foram identificados como tendo
potencial mutagénico e carcinogénico, podendo causar danos ao &cido
desoxirribonucléico (DNA) dentre eles, estdo os flavondides, hidrazinas, alcaléides e
quinonas, no entanto, as plantas também possuem substancias antimutagénicas,
como os beta-carotenos e 0 acido ascoérbico. (BARBOSA; CHEN, 2010).

Nota-se que nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, a populacdo faz
uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades. Entretanto deve ser
priorizada a importancia do monitoramento no consumo de fitoterapicos, com o
propésito de informar a populacédo a respeito da acdo terapéutica dos mesmos no
organismo. (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

Substancias genotdxicas, sdo causadores danos ao DNA, possuem em
comum propriedades quimicas e fisicas que admitem suas interacbes com os acidos
nucléicos. Devido a sua alta reatividade, podem causar defeitos hereditarios por
meio de mutacdes em ceélulas germinativas, e quando a mutacdo acontece em
células somaticas, o resultado mais frequente é a constituicdo de neoplasias,
podendo ser benignas ou malignas. (VARANDA, 2006).

No organismo, constantemente estao ocorrendo mutacdes, conhecidas como

recombinacdes genéticas, sendo uma capacidade natural que o DNA tem de se
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recombinar com outras moléculas, mas também pode ser decorrente de mutacdes
por inducdo de agentes fisicos e quimicos. (GAMEIRO, 2005). Essas mutacdes
podem ser identificadas de varias formas, sendo uma delas a formacédo de
micronucleos (MN), que sdo pequenos corpos contendo fragmentos de DNA,
resultado de quebras cromossdmicas e aparecendo no citoplasma celular por
divisdo mitotica, tendo em média um terco do tamanho do nacleo. (MENEGUETTI et
al.,2011).

A formacédo de MN é o indicio de genotoxidade de um determinado agente
apto a provocar mutacbes na fita de DNA (PEREIRA et al., 2008), tornando-se
possivel a avaliacdo desses indicios através de bioensaios, como o teste de
micronucleos em Allium cepa (A. cepa) que tem sido um dos mais rapidos e praticos
na deteccao do potencial genotoxico e mutagénico. (ROCHA et al., 2011).

Para analise de decorréncia de citotoxicidade de plantas medicinais, o teste
de MN em A. cepa tem grande aceitacdo, devido suas raizes ficarem em contato
direto com a substancia a ser analisada, permitindo assim a avaliacdo de diferentes
concentracdes. (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

A Euphorbia tirucalli (E. tirucalli) € uma planta pertencente ao género botanico
Euphorbia da familia Euphorbiaceae. A familia inclui plantas com cerca de 300
géneros e 6000 espécies, difundida com predominancia nas regifes tropicais.
(AVELAR, 2010). A E. tirucalli € um arbusto com numerosos ramos verdes,
carnosos, rolicos, com raras folhas e flores. Entre suas propriedades terapéuticas
estdo a antiasmadtica, anticarcinogénica, antiespasméddicas, antibidtica,
antibacteriana, antivirética, fungicida e expectorante. (SINOKI, 2011).

Assim, perante o grande consumo da planta E. tirucalli, para fins medicinais
pela populacdo brasileira, e por conter poucas informacdes a respeito de sua
toxicidade e inducdo mutagénica, se faz relevante avaliar seu potencial anti-

mutagénico através da frequéncia de microndcleos em testes A. cepa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Nota-se que desde a antiguidade, o homem vem observando a conduta dos
instintos animais em restituir seus machucados ou aliviar suas moléstias através do
uso de plantas. Este interesse fez com que houvesse a expansdo dos estudos pelas
propriedades medicinais das plantas. A sabedoria popular sobre a utilizagdo das
plantas medicinais colaborou expressivamente para a divulgacdo das suas acdes
terapéuticas, no entanto, uma pequena parcela de plantas foram analisadas
cientificamente para o conhecimento de suas atividades biologicas, seguranca e
eficacia. (BARBOSA; CHEN, 2010). No Brasil, a tradicdo do uso popular de plantas
medicinais, originou-se das culturas indigenas que foram as pioneiras na utilizacéo
da flora para fins medicinais. (VICTORIO; LAGE, 2008).

Apesar da utilizacdo milenar das plantas medicinais para cura e prevencao de
diversas doencas, seu uso deve ser controlado, pois algumas plantas possuem
substancias potencialmente perigosas e agressivas, podendo provocar reacdes
adversas e efeitos toxicos, causando assim danos a saude. (RODRIGUES et al.,
2011).

Observa-se gque, em diversos grupos sociais, o0 conhecimento empirico sobre
plantas medicinais torna-se a Unica alternativa terapéutica, seguindo apenas as
orientacdes populares sobre a utilizacdo e sua eficacia, informacdes estas, que
foram sendo acrescentadas durante séculos. (MACEDO; OSHIIWA; GUARIDO,
2007). Segundo a OMS, em média, 80% da populacdo global nos paises em
desenvolvimento, devida a pobreza e auséncia de acesso a medicina tradicional,
recorrem a tratamentos a base de plantas para tratar de suas enfermidades, e em
média, cerca de 30% de todos os farmacos acessiveis na terapéutica sao
provenientes de produtos naturais como as plantas, microorganismos e animais.
(BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

Segundo a Resolugcédo da Diretoria Colegiada 48/2004 ANVISA, fitoterapicos
sdo medicamentos que possuem propriedades reconhecidas de cura, prevencao,
diagnostico ou tratamento sintomatico de doengas, validadas em estudos
etnofarmacologicos. (BRASIL, 2004).
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De acordo com a OMS, compreende-se como planta medicinal aguela nativa
ou cultivada e empregada com proposito medicinal, devendo-se sua acéo
farmacoldgica a principios ativos, sendo que qualquer planta medicinal somente é
considerada medicamento quando empregada de maneira correta, deste modo, a
indicacdo do uso como planta medicinal regularizada e inclusa na farmacopéia
exige, numa condicdo favoravel e evidéncias de seu principio ativo
farmacologicamente. (TAUFNER; FERRACO; RIBEIRO, 2006).

A OMS aconselha a ampliacdo de politicas ressaltando-se as condi¢des de
seguranca, eficacia, qualidade, uso racional e acesso as plantas medicinais.
Decorrente da auséncia do conhecimento da possivel existéncia da a¢do toxica, e
também de sua indicacdo apropriada, as plantas sdo muitas vezes consumidas de
maneira errada, ndo proporcionando assim a acdo esperada. (GONCALVES;
ARAUJO, 2009).

O consumo de remédios derivados de plantas j4 é fato, tanto que existem
algumas prefeituras de capitais que estdo incorporando estes medicamentos nas
dispensacdes nos postos de saude, mesmo a OMS que sempre esteve contra este
consumo, passou a aceitar as ervas medicinais, delegando a Central de
Medicamentos (CEME) a tarefa de amparar em parceria com diversas universidades
brasileiras, estudos para a ampliacdo do conhecimento sobre suas propriedades

terapéuticas e efeitos toxicos. (LOPEZ, 2006).

2.2 Euphorbia tirucalli

Desde os primordios é descrito o uso de espécies da familia Euphorbiaceae
em tratados de filosofia e medicina na historia das culturas orientais e ocidentais,
como a hindu, chinesa, arabe e greco-romana. A denominacéo do género Euphorbia
€ oriunda do nome do rei grego Euphorbos, um incentivador do estudo das plantas
medicinais como terapéutica para as moléstias dos habitantes de seu reino, a partir
da cicatrizacdo das feridas no corpo pela utilizacdo do latex da planta E. tirucalli.
(VARRICCHIO et al., 2008).

Classificacdo botanica da planta E. tirucalli conforme Avelar (2010),

representada na tabela 1.
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Tabela 1. Classificacao botéanica de E. tirucalli

Reino Plantae

Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Magnoliidae
Ordem Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Género Euphorbia
Espécie Euphorbia tirucalli

Fonte: AVELAR (2010)

A E. tirucalli é considerada um arbusto, podendo atingir até 9 metros de altura
quando arborizado em seu habitat natural, possuindo troncos verdes e cilindricos
bem ramificados, com pequenas folhas que nascem somente no comecgo de seu
desenvolvimento e pequenas flores. Originaria da Africa, foi trazida ao Brasil
adaptando-se em regifes de clima quente de solo arenoso, especialmente no norte
e nordeste do pais, por onde ocorreu sua disseminacdo. (TOFANELLI; SILVA,
2011).

Popularmente é chamada de avel6z, arvore lapis, coroa de cristo, pau-pelado,
arvore-de-sdo-sebastido, entre outros nomes. Sua toxidade concentra-se no latex e
seu principio ativo toxico sdo as toxialbuminas. Quando ingerido o seu latex, provoca
sintomas como nauseas e vomito, se for mastigada provoca irritacdo das mucosas,
queimacdo na boca, lingua e esbfago, ja em contato direto com a pele, provoca
irritacdo, coceira e o aparecimento de bolhas de 4gua. (BARG, 2004).

Existem em média cerca de 70 géneros e 1000 espécies da familia
Euphorbiaceae no Brasil, de um modo geral, dessas espécies se extrai o latex,
(AVELAR, 2010) que possui cor branca, considerado caustico, podendo causar
irritacéo na pele, membranas e mucosas, inflamacao na pele, conjuntivite e cegueira
passageira, ardéncia na boca e garganta, desarranjo intestinal, e gastrenterite.
(SINOKI, 2011). A populacdo conhece o latex da E. tirucalli por possuir
propriedades, antiescorpionica e ofidica, além de ser utilizado como purgativo,
antireumatico, antiasmatico, antiespasmaodico, antibiotico, antibacteriano, antivirético,

expectorante, fungicida, antisifilico, tendo significantes resultados no tratamento de
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carcinomas e epiteliomas benignos, e cauterizante de verrugas. (CASEIRO et al.,
2006).

2.2.1 Principais Componentes Presentes em Euphorbia tirucalli

A E. tirucalli é caracterizada como uma planta toxica, devido o seu latex ser
rico em diterpendides, ésteres diterpénicos de forbol, ingenanos, tiglianos, dafnanos
e dafnanos arométicos, que alteram suas concentracfes em funcdo das condicdes
de estresse ambiental durante seu desenvolvimento, tais como, hidrico, clima seco,
solo pobre em nitrogénio, elevacdo da salinidade, temperatura e luminosidade.
(VARRICCHIO et al., 2008).

A planta E. tirucalli € composta também pelas seguintes substancias quimicas
como os hidrocarbonetos terpénicos e aldeidos que sdo abordados na alopatia,
Oleos essenciais (eugenol), latex, goma tirucalli, ésteres de forbol, ingenano ésteres
de ingenol, 4-desoxi-forbol e 12-Otetradecanoil forbol-13-acetato (SINOKI, 2011).

Observa-se que as substancias da E. tirucalli consideradas de grande
importancia farmacoldgica, presentes em seu latex, s&o os diterpenos do tipo
tigliano considerados precursores da alta toxicidade e causadores de tumores, 0s
diterpenos do tipo ingenano possui acdo anticancerigena, apontando expressivo
bloqueio da proliferacdo da proteina quinase C, procedendo numa acéo
antiproliferativo e apoptotico em diversas células cancerigenas e o triterpenoeufol
com carater terapéutico, possui acao antiinflamatéria e antiviral. O latex também é
rico em terpenos, como os ésteres de phorbol, euphol, ingendl e flavondide, este
tendo diversas acles terapéuticas, dentre elas: a acdo antiinflamatoria e
antioxidante, promovendo assim um efeito quimioprotetor contra enfermidades como
cancer. (TOFANELLI; SILVA, 2011).

2.2.2 Utilizagbes Clinicas Associadas ao Uso de Euphorbia tirucalli

Conforme estudos, a E. tirucalli foi utilizada para o tratamento de doencas

causadoras de imunodeficiéncia e mostrou-se clinicamente eficiente, principalmente
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em relacdo ao cancer de linhagem monoclonal quando empregada na forma liquida
e dinamizada. (VARRICCHIO, 2000).

Analisando a solucéo diluida do latex da E. tirucalli na acdo antimicrobiana in
vitro versus o Escherichia coli, os ensaios indicaram que a solu¢cdo contendo latex
da E. tirucalli bloqueou o crescimento da cepa de E.coli, apresentando halos
crescentes de inibicdo. (GONCALVES; ARAUJO, 2009).

Foram realizados em ratos analise de testes de toxicidade oral do latex de E.
tirucalli, resultados demonstraram que a E. tirucalli ndo tem acéo tdxica, embora
necessite de mais estudos, podendo ser um indicativo de que o seu possivel uso
como um fito-medicamento venha a ser seguro. (MACHADO, 2007).

Em 1968, o médico nordestino Lauro Neiva administrou em seus pacientes o
latex diluido da E. tirucalli em agua (03 gotas/L) empregando como adjuvante no
tratamento de diferentes enfermidades, como cancer e doenca de chagas, obtendo
sucesso nos resultados, desempenhando assim esta pratica por Varios anos.
(TOFANELLI; SILVA, 2011).

Através da avaliacdo da atividade antitumoral da E. tirucalli em tumores de
glandulas mamarias de ratas, demonstrou que em baixas dosagens a solucao
diluida do latex, ndo induziu a reducdo dos tumores, porém, em altas dosagens,
ocorreu estimulo ao crescimento tumoral, constatando assim, sua alta toxidade
qgquando administrado parenteralmente e sendo praticamente atdéxico quando
administrado via oral. (VARRICHIO et al, 2008).

Comprovou-se que em testes realizados em camundongos, utilizando
diluicdbes de diversas concentracfes do latex da E. tirucalli em solucdo salina,
resultou na reducdo significativa de células tumorais, devido a acdo da resposta
antiinflamatadria. (SINOKI, 2011).

O latex de E. tirucalli quando diluido em solucdo salina, mostrou uma
atividade mielomoduladora e inibiu o crescimento tumoral em animais com células
de tumor ascitico, também aumentou a sobrevida dos ratos, considerando que o
aumento da mielopoiese pode ser um possivel mecanismo de atividade antitumoral.
(AVELAR, 2010).

O latex quando ingerido em elevadas concentracfes, mesmo diluido em
adgua, pode provocar vasoconstricdo, hipoxia tecidual e aumento da coagulagéo
sanguinea, esta decorrente da ativacdo na producdo de plaquetas, ocasionando o

aparecimento de trombos. Podendo ainda causar lesdes hepaticas, colicas
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abdominais, diarréia e levar a um estiramento muscular decorrente da sua
toxicidade. (TOFANELLI; SILVA, 2011).

Embora exista o risco toxicolégico quanto ao consumo do latex diluido da E.
tirucalli através da automedicacdo, sua utilizagdo tradicional e popular € comum e
indiscriminada para o tratamento de cancer e outras doencas graves, cOmo
Sindrome de Imuno Deficiéncia Adquirida (SIDA), asma, artrite reumatodide e sifilis,

em certas regides do nosso pais e em outros paises. (VARRICCHIO et al., 2008).

2.2.3 Atividade Mutagénica da Euphorbia tirucalli

A E. tirucalli possuindo capacidade de cura ndo somente como antitumoral,
mas também como adaptdégeno é empregada no tratamento de doencas crdnico
degenerativas. (VARRICCHIO, 2009).

Ha relatos de estudos com determinadas espécies do género Euphorbia a
respeito de sua atividade antiinflamatéria e antitumoral. (VALADARES; CASTRO;
CUNHA, 2007).

Estudos da avaliacdo de genotoxicidade do latex da E. tirucalli demonstrou
resultado negativo. (TOFANELLI; SILVA, 2011).

Conforme Avelar (2010), a administracdo via oral do extrato de E. tirucalli,
diluido em solucdo salina utilizado em ratas gravidas, ndo representou riscos ao
desenvolvimento do embrido, demonstrando assim que o latex da E. tirucalli ndo
provocou toxicidade aos embrides.

O latex da E. tirucalli sem ser diluido pode ser altamente téxico. No entanto,
guando diluido em agua tem o potencial de minimizar os efeitos toxicos, tornando-se

praticamente atoxico, na administracao via oral. (TOFANELLI; SILVA, 2011).

2.3 MUTAGENICIDADE

O ser humano esta exposto a uma diversidade de agentes quimicos, através
do consumo de alimentos, bebidas, uso de medicamentos entre outros. A exposi¢céo
a agentes quimicos genotoxicos pode causar alteracdbes no material genético.
(NETO, 2011).
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Mutacéo é qualquer alteracdo capaz de modificar a informacao genética, cuja
consequéncia dos danos no genoma depende da natureza quimica da alteragcédo
com relacdo a estrutura do DNA. As principais alteracfes ocasionadas no DNA sao
rearranjos nas sequéncias, delecdo de fragmentos e alteracdo nas bases
nitrogenadas. (BRENSCHOT, 2008).

Efeitos genotdxicos provocam quebras no DNA, ocasionando perda de
material genético e mutacfes, que decorrem em processos carcinogénicos. A
genotoxicidade é avaliada utilizando-se testes de MN, os quais resultam em
informacdes seguras e precisas, em relagdo a potencialidade em causar lesdo no
DNA. (FERNANDES, 2005).

Os MN séao particulas originadas de fragmentos cromossémicos, que apos a
telofase, podem ou ndo ser abrangidos no nucleo das células filhas, formando
simples ou multiplos MN no citoplasma, decorrentes de danos no DNA. (HOSHI,
2009) (Figura 1).

Figura 1 - Formacado de micronucleos em células eucaridticas
Fone: Neto (2011)

As mutacdes génicas atuam no processo de carcinogénese, detectando-se
componentes genotéxicos através de bioensaios como o teste de MN, permitindo
identificar substancias com risco potencial a saude da populacdo. (VARANDA,
2006). Os MN séao resultados de danos reparados de forma incorreta pelas células,
tendo facil visualizagéo devido a sua estrutura ser semelhante ao nucleo da célula,
porém, de tamanho menor. (SOUZA, 2010).

A presenca de MN é decorrente de fendbmeno natural, porém tem sua
freqiéncia aumentada quando em contato com agentes genotoxicos. Os MN
formados por inducdo de compostos genotoxicos, s6 apareceram apos o ciclo de

divisdo celular. Danos cromossdmicos estruturais sdo ocasionados com a exposi¢ao
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do agente mutagénico ao DNA, na replicagdo, recombinacdo ou mecanismo de
reparo. (VILCHES, 2009).

A anélise de MN serve como teste de mutagenicidade e genotoxicidade, é
também um dos poucos métodos diretos para detectar danos em sistemas expostos
a agentes mutagénicos ou carcinogénicos. (SOUZA; PADULA; IRAZUSTA, 2010). A
grande vantagem do teste de MN em relacdo a outros testes é a sensibilidade,
rapidez na andlise e capacidade de contagem de elevado numero de células em um
curto tempo, utilizando-se apenas contador e microscopio éptico. (VILLELA, 2006).

Alguns vegetais possuem substancias propulsoras de mutacdes. Por isso,
atenta-se a necessidade de se realizar estudos, fazendo-se testes que detectem o

efeito mutagénico dentre eles o teste de microndcleos. (NETO et al., 2005).

2.4 TESTES DE MICRONUCLEOS EM Allium cepa

Para a deteccdo de alteracbes no DNA e genotoxicidade, utilizam-se testes
de bioensaios como a A. cepa para analisar substancias téxicas que provocam
mutacdes génicas. (OLIVEIRA; VOLTOLINI; BARBERIO, 2011). As alteracdes na
replicacdo do DNA e a transmisséo genética sdo causadas por agentes genotdxicos,
desta maneira, a intensidade de genotoxicidade abrange principalmente, danos no
DNA, mutacfes e alteracdes cromossdmicas. Os ensaios de genotoxicos in vivo e in
vitro sdo instrumentos sensiveis para a detec¢do da genotoxicidade e do potencial
de carcinogenicidade, que tem aumentado em seres humanos através de exposicao
ocupacional, acidental ou por estilo de vida. (NETO, 2011).

O sistema de teste A. cepa é usado para a determinacdo de alteracdes
cromossOmicas, na deteccdo de mutagenicidade e carcinogenicidade, por ser um
teste direto, expondo suas raizes diretamente em contato com a substancia testada.
O sistema é admitido para o estudo de efeitos de citotoxicidade de plantas
medicinais, possibilitando a avaliagdo em diferentes concentracdes. (BAGATINI;
SILVA; TEDESCO, 2007).

A. cepa tem sido apontada como um competente organismo-teste possuindo
excelente cinética de proliferacdo, agil germinacdo, elevada quantidade de células

em divisdo, cromossomos em numero reduzido e de grande tamanho e adaptando a
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diversas condic¢des de cultivo, de facil manejo e custo acessivel. (SOUZA; PADULA;
IRAZUSTA, 2010).

O aparecimento de MN é utilizado na avaliacdo de efeitos mutagénicos
induzidos por agentes toxicos, danos estes, reparados de forma errada pelas
células, formando uma estrutura similar ao nucleo, porém de menor tamanho.
(SOUZA, 2010). O teste de MN é utilizado na deteccdo de agentes clastogénicos e
aneugénicos, também internacionalmente recomendado para a avaliacdo do
potencial mutagénico. (NETO et al., 2005).

AvaliacGes de MN em espécie de A. cepa estdo sendo utilizada devido a sua
alta sensibilidade e boa relacdo com outros sistemas-teste, sobretudo com os de
mamiferos, possuindo fatores para avaliacdo de forma mais precisa. Verifica-se que
o teste de A. cepa tem a mesma sensibilidade que os sistemas-testes de algas e de
linfécitos humanos. Também demonstrando maior sensibilidade quando comparados
ao testes de Vicia faba. (LEME; MORALES, 2007).

Quando o teste de A. cepa resultar positivo considera-se que a substancia
testada pode provocar danos biolégicos também a outros organismos. Assim, 0s
cromossomos de A. Cepa tem auxiliado na pesquisa do cancer, tendo grande
importancia, por proporcionar diagnostico rapido sobre reacdes causadas por
agentes toxicos, prejudiciais a saide humana. (FERNANDES, 2005).

Diferentes testes citotoxicos e genotdxicos indicadores de mutagenicidade
foram desenvolvidos, muitos destes, embora sensiveis, sdo caros e exigem
laboratorios sofisticados, porém o teste do A. cepa é simples e tem a vantagem de
ser rapido, possuindo sistema celular eucariético, cuja fisiologia € mais préxima a
das células dos mamiferos. (MACHADO et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimutagénica da planta de Euphorbia tirucalli (aveldz)

utilizando-se teste de micronucleo em Allium cepa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar a atividade antimutagénica de E. tirucalli;

e Relacionar possiveis reacdes benéficas com maléficas do consumo de E.

tirucalli;
e Favorecer o consumo de E. tirucalli pelo homem;
e Verificar a eficacia do teste de microntcleo em E. tirucalli como forma de

identificar alteracbes mutagénicas.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E PREPARO DA AMOSTRA

A planta utilizada nos testes foi coletada no setor quatro no municipio de
Ariguemes/RO. As amostras dos ramos da E. tirucalli foram enviadas ao Laboratorio
de Farmacognosia da Faculdade de Educacdo e Meio Ambiente (FAEMA) no
municipio de Ariguemes-RO.

No laboratério, foram selecionados os ramos saudéaveis, descartando os
secos e contaminados por fungos, lavados com &gua destilada e posteriormente
realizou-se a cisdo dos ramos para a extracao do latex, com o auxilio de uma pipeta

automatica (Figura 2).

Figura 2 - A - Planta E. tirucalli, B - Extracdo do latex da E. tirucalli

Utilizou-se o latex do mesmo ramo da planta e dgua mineral da mesma
origem para 0s demais grupos, evitando assim o falso-negativo por ramos ou
solventes diferentes.

Adquiriram-se os bulbos de A. cepa no mercado municipal do municipio de
Ariguemes, Rondobnia, Brasil, no dia 28 de marco de 2012, selecionando-os de
acordo com tamanhos semelhantes (pequenos), da mesma origem, ndo germinados,
saudaveis, descartando-se os ressecados ou com indicios de contaminacdo por
fungos. Também foram retiradas as cascas secas mais externas e as raizes velhas,
sendo em seguida lavadas com agua destilada corrente.
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4.2 CONCENTRACOES DOS GRUPOS CONTROLE

Os ensaios controle foram realizados com agua mineral pura (controle
negativo), e uma solucéo de CuSO,4 25 mg/L (controle positivo).(CARITA, 2010).

Segundo Souza (2010), foram analisados os efeitos do sulfato de cobre
(CuS0Oy,) na inducéo de alteracbes cromossdmicas e danos ao DNA em células das
raizes de A. cepa e foi constatado significativas indu¢gBes de danos no DNA e

possivel toxicidade.

4.3 ANALISE MUTAGENICA

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados 70 bulbos de A. cepa,
que foram postos a germinar com a parte inferior mergulhada em solucdes de
diferentes concentracdes do latex da E. tirucalli, por um periodo de 48 horas a uma
temperatura de 25°C, em frascos apropriados (50 mL) e esterilizados (Figura 3),

divididos em sete grupos com diferentes concentracdes, representados na tabela 2.

Tabela 2. Concentracfes do latex de E. tirucalli nos respectivos grupos e controles

negativo e positivo

Grupo Quant. Solucéao Concentracéo de
bulbo latex da E. tirucalli

1 10 Agua mineral pura (Controle negativo) -

2 10 Solucdo de CuSO,4 25 mg/L (Controle -

positivo)

3 10 Solucéo de CuSO,4 25 mg/L 5uL

4 10 Solucédo de CuSO,4 25 mg/L 10uL

5 10 Solucéo de CuSO4 25 mg/L 15uL

6 10 Solucéo de CuSO,4 25 mg/L 20uL

7 10 Solucéo de CuSO,4 25 mg/L 25uL
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Figura 3 - A - Geminacao de A. cepa no latex da E.tirucalli, B — Meristemas de A.

cepa

Ao atingir o tamanho de 0,5 a 3 cm de comprimento, os meristemas foram
coletados com o auxilio de um bisturi e colocados em tubos de ensaio, onde foram
lavados com agua destilada e hidrolisados com acido cloridrico (HCI) a 1 mol/L, por
10 minutos em banho-maria a 60 C°, posteriormente os tubos de ensaio foram

resfriados em agua corrente (Figura 4).

Figura 4 - A - Coleta dos meristemas de A. cepa, B — Banho Maria dos meristemas

de A. cepa

Apés a lavagem dos meristemas hidrolisados com agua destilada, foram
feitos esfregagos com laminula em duas laminas para cada A. cepa, em todas as
concentracfes analisadas, totalizando 140 laminas. Apos 30 minutos de secagem,
as laminas foram coradas com o Kit Panético Rapido LB que é composto de trés

recipientes: o primeiro com triariimetano a 0,1 %, o segundo com xantenos a 0,1% e
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o terceiro com tiazinas a 0,1 %, sendo as laminas mergulhadas 10 vezes em cada
recipiente com submerséo de 1 segundo de duracdo na sequéncia acima descrita.
Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada corrente para retirar o
excesso de corantes e secas a temperatura ambiente. (MENEGUETTI et al., 2011).

A avaliagdo das laminas consistiu na observacdo da presenca de MN em
1000 células na interfase por bulbo em microscopia Optica, com objetiva de 40x e
ocular de 10x tendo um aumento de 400x totalizando 20.000 células por grupo
(Figura 5).

Em cada lamina foram contabilizados pela mesma pessoa, fragmentos
cromossémicos de DNA citoplasmaticos contados como MN, determinando
frequéncias de células micronucleadas e portadoras de anormalidades nucleares.

Na identificacdo de MN foram adotados alguns critérios para a analise, como
boa preservacdo, coloracdo do citoplasma e do nucleo, MN e o nucleo principal
dentro do mesmo citoplasma, auséncia de conexao entre nucleo e MN e diametro
méaximo do MN n&o ultrapassando a 1/3 do nucleo. (CARITA, 2010).

Figura 5 - A - Células de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 10x), B - Micronucleo em

célula de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40x)

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado teste de variancia (ANOVA) e
teste ndo-paramétrico TUKEY, feito pelo Software Graphad PRISM 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos da analise antimutagénica em teste A. cepa
germinadas em diferentes concentracdes do latex, da planta E. tirucalli, em solugéo

de CuSO, estéo representados na tabela 3.

Tabela 3. Média de micronucleos em A. cepa a cada 1000 células por lamina em
solugdes de CuSO, em diferentes concentracdes de latex da planta E. tirucalli
Frascos H,0O CuSO, 05pL* 10uL* 15uL* 20pL*  25uL*

03 04 03 03 06 07 02
Frasco 1
02 02 05 01 05 04 03
09 02 02 04 02 02 02
Frasco 2
01 07 02 04 02 02 06
04 04 04 04 03 04 03
Frasco 3
01 05 03 10 05 02 01
01 02 02 01 02 02 01
Frasco 4
01 03 09 03 03 04 02
02 05 03 05 03 01 05
Frasco 5
06 03 10 02 02 02 03
14 05 03 02 06 02 03
Frasco 6
03 08 12 06 02 02 04
03 14 02 01 03 03 01
Frasco 7
01 05 02 02 04 02 01
01 08 05 03 o7 04 02
Frasco 8
01 03 01 09 02 01 04
01 07 04 07 02 04 01
Frasco 9
01 07 03 03 08 03 02
01 03 08 02 02 05 02
Frasco 10
05 05 02 01 04 04 01
TOTAL 61 102 85 73 73 60 49
MEDIA 3,05 5,10 4,25 3,65 3,65 3,00 2,45

* em meio de solugédo de CuSO4 25 mg/L
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Interpretando os dados da tabela acima, verifica-se a média de 3,05 MN para
cada 1000 células contabilizadas na concentracdo de agua mineral pura, sendo que
a mesma foi considerada como controle negativo, demonstrando assim que a média
encontra-se dentro do padrdo de normalidade. Também se observou uma média de
5,1 MN para cada 1000 células contabilizadas na concentracdo de solucdo de
CuS04 25 mg/L, sendo que a mesma foi considerada como controle positivo.

As solugdes contendo 5uL; 10uL; 15uL; 20uL e 25uL do latex da E. tirucalli
tiveram médias da frequéncia de MN de 4,25 (p>0,05); 3,65 (p>0,05); 3,65 (p>0,05);
3,00 (p>0,05) e 2,45 (p<0,05) respectivamente, por 1000 células, notando-se que as
mesmas nao apresentaram significancia estatistica em comparacdo as demais
solugdes, apresentando significancia estatistica na concentragdo de 25uL quando
comparados ao controle positivo, demonstrando que apenas a mesma dentre as
concentragbes analisadas obteve efeito antimutagénico nas células induzidas a

mutacéo pela solugdo de CuSO425 mg/L (Figura 6).
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Figura 6 - Média de numeros de micronudcleo encontrados em 1000 células de A.

cepa, por concentracdes de latex da planta E. tirucalli. Significativo para p<0.05 *

Os ensaios de atividade antimutagénica relataram que as solu¢gfes de CuSO4
contendo diferentes concentragcdes do latex de E. tirucalli (5uL, 10uL, 15uL e 20uL)
nao causaram inibicdo significativa dos efeitos genotoxicos, induzidos pela

exposicao em solucdo de CuSO425 mg/L.
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O consumo da planta E. tirucalli ndo esta autorizado para fins de manipulacao
ou fabricagdo de medicamentos, até que seja submetida a testes de seguranca,
eficacia, mutagenicidade e toxicidade preconizados pela ANVISA a fim de evitar
riscos a saude do ser humano, embora esteja sendo irregularmente comercializada
pela populagdo brasileira, para tratamento de cancer entre outras doencas.
(BRASIL, 2011).

Em consonancia com Margques (2011), nas analises desenvolvidas in vitro,
verificou-se a necessidade de avaliar a atividade de E. tirucalli in vivo, a fim de
comprovar seus provaveis efeitos antitumorais. Os dados presentes neste trabalho
terdo importancia significativa para enriquecer os estudos sobre conhecimento da
acao antitumoral da E. tirucalli em concordéancia a outros trabalhos realizados.
(SINOKI, 2011; VARRICCHIO et al., 2008).

Alerta-se que a planta E. tirucalli pode ter efeito medicinal ou toxica,
dependendo da dose administrada, atentando-se para a importancia da
administracdo de doses corretas a fim de evitar toxidez, mesmo quando ingerida em
altas diluicdes, pois mesmo assim nao descarta-se o0 risco de provocar efeitos
toxicos crénicos quando ingerido em excesso. (TOFANELLI; SILVA, 2011).

Enfim, sdo muitas as plantas de uso popular que oferecem efeitos
genotdxicos, devendo-se ter mais cautela no uso pela populagdo, no entanto,
avancos biotecnolégicos vém admitindo a sintese e modificacbes de estruturas
ativas, objetivando a obtencao de produtos com maior atividade terapéutica e menor
toxicidade. (VARANDA, 2006).
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, a E. tirucalli apresentou efeitos
antimutagénicos na concentracdo de 25uL do latex da E. tirucalli em solugdo de
CuS0, 25 mg/L, demonstrando significancia estatistica (p<0,05), quando comparada
ao grupo controle positivo e as demais concentragdes: SuL, 10uL, 15uL e 20uL néo
apresentaram efeito antimutagénico quando comparadas estatisticamente (p>0,05)
ao controle positivo.

Apesar da eficacia do teste A. cepa para detectar danos mutagénicos
analisados pela presenca de micronucleos utilizando E. tirucalli, sugere-se novos
estudos in vitro e in vivo, em diferentes e elevadas concentragdes de E. tirucalli, para

uma melhor avaliacdo de sua a¢ao antimutagénica.
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