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RESUMO

O Avel6s (Euphorbia tirucalli) é uma planta da familia Euphorbiaceae que vem
sendo utilizada popularmente no tratamento do cancer. O principio ativo da possivel agdo
tumoricida ¢ encontrado no latex da planta ou metabolitos exudados por ela. Esta planta
nativa da Africa chegou ao Brasil em 1892. E considerada uma planta toxica, pois o seu
latex ¢ corrosivo em contato com pele e mucosas. Para comprovar a sabedoria popular,
utilizamos o teste de mancha da asa de Drosophila melanogaster (Somatic Mutation and
Recombination Test — SMART) para avaliar os possiveis efeitos genotoxicos da solucdo de
latex, na concentragdo de 0,33, L / ImL de 4dgua; 0.5, L / ImL de 4gua e 1x L/ ImL de agua.
Na avaliagdo dos possiveis efeitos antigenotoxicos, as mesmas concentracdes da planta
foram associadas a ciclofosfamida (1mm ). Para tanto, foram utilizadas larvas de 3 dias de
idade, resultantes do Cruzamento Padrio (ST) (fémeas fI’ x machos mwh) e de Alta
Capacidade de Bioativa¢do (HB) (fémeas ORR; flIr’ x machos mwh). Os resultados obtidos
demonstraram que a planta ndo apresentou comprovado efeito genotoxico nas doses
utilizadas. Porém, quando se usou a associagdo 1y L / ImL mais ciclofosfamida, notamos a

potencializagdo do efeito genotoxico da ciclofosfamida, nos descendentes do cruzamento



HB. No entanto, o teste de antigenotoxidade ndo apresentou diferenca, estatisticamente
significativa, quando comparado ao tratamento com ciclofosfamida isolada. Podemos
concluir que nas doses trabalhadas e nas condigdes experimentais utilizadas, o latex da E.

tirucalli ndo apresentou efeito genotoxico, nem antigenotoxico.



1. INTRODUCAO

Diz a sabedoria popular que nas plantas estdo as curas para todas as doengas. O
ditado pode estar certo, mas ¢ sabido que nem todas as plantas sdo benéficas ao homem ou
aos animais. E a partir destes dois principios que a pesquisa vem estudar o poder de cura de
determinadas plantas, tentando provar se ¢ realmente proveitosa a saude humana e se as
mesmas causam algum efeito colateral.

O uso das plantas, seja na forma de chas, infusdes, etc. pode levar ao
aparecimento de efeitos genotoxicos ou  antigenotéxicos (VANIA,2002) e
(NEPOMUCENO,1999).

Para Burns E Bottino (1991) mutagdo ¢ a alteracdo repentina, stbita e
herdavel na estrutura do material genético. Implicam em mudancas qualitativas ou
quantitativas do material genético. Hoje sabemos que mutacdes sdo causadas por radiagdes
como luz ultravioleta ou por agentes quimicos como: aflatoxina B1, bromo-uracil e uretano.

Em Drosophila melanogaster foi desenvolvido um teste de genotoxicidade, o

Teste de Detecgdes de Mutacdes e Recombinacdes Somaticas (SMART), que € capaz de



detectar um amplo espectro de alteracdes genéticas: mutagdes, delecdes e recombinagdes

mitoticas (GRAF et al., 1984).

Com o intuito de avaliar os efeitos genotoxicos e antigenotoxicos da
E. tirucalli, testamos o latex da planta, por meio do teste SMART, em asas de Drosophila

melanogaster.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Euphorbia. tirucalli — Avelos

Conhecido por arvore-do-lapis, por causa dos seus ramos cilindricos, o Avelds ¢ uma
excelente cerca-viva. Em diversos paises africanos, e também na maioria dos Estados do
Nordeste Brasileiro, as plantacdes de Avelds funcionam como verdadeiras prote¢des contra
invasores. A planta produz um suco leitoso caustico, de efeito altamente irritante a pele e
também aos olhos — esse latex pode provocar uma conjuntivite gravissima. Nem mesmo o
gado se aproxima do conjunto de arvores, dai sua utilizagdo, em algumas regides, como
cerca de areas de pastagens e mesmo de pequenas plantagdes (SCHVARTSMAN, 1979).

A mesma planta usada contra invasores das propriedades particulares também ¢
indicada, na medicina popular, como complemento de tratamento de tumores cancerosos e
pré-cancerosos. Na Africa e na India, o Avelés é ainda empregado como repelente de
mosquitos. Também se tornou um comprovado mata-verrugas devido aos seus componentes
causticos (LYMAN et al., 1988).

Planta arbustiva originaria do Sul do continente africano, propagou-se por todas as

regides tropicais do planeta. Aclimatou-se bem em lugares de clima quente, especialmente



no Nordeste do Brasil (CORREA, 1978). A partir da década de 70, pesquisadores norte-
americanos comecaram a se interessar pelo Avelds. Apelidaram a planta de arvore-do-
petroleo, certos de que o seu latex poderia no futuro ser transformado em combustivel. Mas,
até agora, sua principal fungdo continua a ser a de uma cerca bem mais barata que a feita
com outros materiais, como arames, por exemplo (BALBACH, 1974).

2.2 Caracteristicas da planta

Ha referéncias de que o Avelos (E. tirucalli) teria sido introduzido no Brasil pela
primeira vez no municipio de Caruaru, em Pernambuco, em 1892. As mudas teriam sido
trazidas pelos africanos, junto com outras plantas, como a Guiné (TOLEDO e VALTER,
1976).

O Avelos ¢ uma planta de porte arbustivo. Alcanca, no maximo, 6 metros de altura.
Na Africa, de onde ¢ originario, o exemplar normalmente atinge esse tamanho. No Brasil,
geralmente ndo ultrapassam a altura de 3 metros. E uma vegetacdo arbustiva bastante
comum na caatinga nordestina (JOLY, 1966).

Propicia a regides de clima quente, o Avelds ¢ extremamente ramificado. Seus
galhos sdo cilindricos, flexiveis e de tamanhos irregulares. Vistos de perto, sdo repletos de
estrias finas e esbranquicadas. Os ramos verdes, em forma de lapis, constituem sem duvida a
maior atragdo ornamental da planta. As folhas s3o muito pequenas e caem facilmente.
Depois de amadurecidas, as flores também nao permanecem muito tempo nas extremidades
dos ramos (BALBACH, 1974).

As diminutas flores do Avelds sdo dispostas em ciatio — tipo de florescéncia em que
ha uma flor feminina nua (sem calice e corola), constituida apenas pelo gineceu, e varias

flores masculinas, cada uma delas reduzida a um estame com pedicelo. Todo o conjunto ¢é
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protegido por um invélucro de bracteas (folhas modificadas, geralmente coloridas) amarelas
ou esverdeadas que desabrocham nas extremidades dos ramos. O fruto ¢ uma cépsula
recoberta de pélos e que contém trés sementes. Ao contrario das outras plantas
representantes da familia Euforbiaceae, como a igualmente tdxica coroa-de-cristo, o tronco e
os galhos do Avel6s ndo tém espinhos (TOLEDO e VALTER, 1976).

Embora seja uma arvore ornamental, s6 ¢ conveniente plantd-la nos jardins em volta
de cercas. Seu latex ¢ altamente toxico e pode tornar-se um grande perigo, especialmente em
casas com criangas. Os ramos estouram facilmente, mediante simples toque, deixando assim
o latex livre (BALBACH, 1974).

O latex da E. tirucalli, origindrio de Madagascar, contém um constituinte irritante
tipo ingenane e tigliane, ésteres diterpénicos derivados de élcoois engenol e phorbol
(FURSTENBERGER e HECKER, 1986). Eles sdo caracterizados como 13-O-acetyl-12-O-
acylphorbol e 12-O-acetyl-13-O-acylphorbol derivados, carregando acidos homologos
conjugados insaturados como o grupo acil (FURSTENBERGER e HECKER., 1977). Os
principais constituintes irritantes sdo: 12, 13 acetatos isoméricos acilatos de phorbol assim
como 3 acilatos do engenol (FURSTENBERGER e HECKER., 1986). Apesar da alta
insaturancia dos grupos acil, todos os fatores da Euphorbia ou grupos de fatores isolados sdo
altamente sensiveis a alta oxidagio (FURSTENBERGER ¢ HECKER , 1977).

No latex irritante e promotor de tumores da E. firucalli, originaria do Sul da Africa,
também foram identificados ingenane e tigliane irritantes. O éster irritante e promotor de
tumores 4-deoxyphorbol é caracterizado, quimica e biologicamente (FURSTENBERGER e
HECKER, 1985). Comparacdes da estrutura e atividade biologica do 12, 13-diésteres de 4-

deoxyphorbol distinguem quanto ao nimero de atomos de carbono e de cadeias duplas
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conjugadas, a medida em que crescem, reduzem a atividade promotora de tumores
(FURSTENBERGER e HECKER., 1985).

No latex, originario de Madagascar a falta do éster 4-deoxyphorbol no latex quando
comparado com o latex originado do Sul da Africa prova a existéncia de uma outra
variedade quimica da E. tirucalli (FURSTENBERGER e HECKER., 1986). O extrato da E.
tirucalli coletado na Colombia, produziu 12-O-2Z-4E-octadienoyl-4-deoxyphorbol-13-
acetate. Porém o diéster 4-deoxyphorbol insaturado encontrado no latex da E. tirucalli do
Sul da Africa nio foi observado (KINGHORN, 1979).

Algumas estruturas ativas, como os ésteres diterpénicos, promotores de tumor da E.
tirucalli produzem excelentes instrumentos na pesquisa experimental do cancer
(FURSTENBERGER e HECKER., 1985).

As plantas de E. tirucalli que recebem grande quantidade de luz solar apresentaram
acao molusquicida no Biomphalaria glabrata, com LD 50 obtido na concentracdo de 28
ppm e LD 90 na concentracdao de 85 ppm. Entretanto, a larga distribui¢ao da planta, sua facil
propagacdo e o simples procedimento de extragdo do latex da planta, que é biodegradavel,
favorece o Avelds como agente promissor no controle da esquistossomose (JURBERG et
al., 1985).

O linfoma de Burkitt (BL), um virus Epstein-Barr (EBV) associado ao linfoma nao
maligno de Hodgkin, é endémico em uma area da Africa conhecida como Cinturdo do
Linfoma (VAN DE BOSCH et al., 1993). Aya et al. (1991) acreditam que a E. tirucalli, que
é nativa em partes da Africa onde o linfoma de Burkitt é endémico, pode ser um importante

fator de risco para a ocorréncia da doenga.
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A dupla exposi¢cdo do EBV e o éster 4-deoxyphorbol purificado, derivado da planta
E. tirucalli, induziu uma alta freqiiéncia de rearranjos cromossdmicos em linfocitos B
humanos, in vitro (AYA et al., 1991).

A ativagdo do genoma EBV foi induzida utilizando-se solo e agua de beber
encontrados em volta das plantas, indicando fortemente que as pessoas que moram na area
endémica do BL sd3o freqiientemente expostas a uma substidncia promotora do EBV
(MIZUNO et al., 1986).

2.3 Drosophila melanogaster

Conhecida como mosca de fruta. Foi considerada como um animal experimental
ideal para estudos genéticos, pois possui um sistema enzimatico que permite o metabolismo
de agentes xenobioticos, € também por ser organismo pequeno, de facil manutencao,
pequeno tempo de geracdo, grande progénie e baixo nimero de cromossomos (GRAF et al.,
1984).

2.4 Teste para Deteccdao de Mutacoes e Recombinagcdes Somaticas induzidas em
células de asas de Drosophila melanogaster (SMART)

E o sistema teste descrito por Graf er al. (1984), que ¢ utilizado para detecgio de
atividades mutagénicas e recombinogénicas ocorridas no cromossomo 3 de Drosophila
melanogaster.

O SMART, de acordo com Graf et al. (1984), foi desenvolvido para detectar a perda
de heterozigose de genes que determinam a expressdo de fendtipos detectaveis nas asas das
moscas. E um teste rapido, de facil realizagdo e baixo custo. Nele, as larvas trans-
heterozigotas sdo expostas aos componentes testes por periodos de tempo variados (GRAF

et al.,1984).
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No SMART sdo utilizadas trés linhagens mutantes de Drosophila
melanogaster:
1) linhagem multiple wing hairs (mwh), que possui um gene marcador. O marcador multiple
wing hairs ¢ mantido na linhagem como uma mutagdo vidvel em homozigose recessiva. A
mutagdo mwh estd localizada no cromossomo 3 (3-0,3) e em condi¢cdes de homozigose
produz multiplos tricomas por célula, ao invés de apenas um unico tricoma, como
normalmente acontece; 2) A linhagem flare3 (fIr?), que possui um gene marcador recessivo
flare3 (fIr’) que afeta a forma do pélo da asa. Ele também esta localizado no cromossomo 3,
mas em posi¢cdo mais proximal (3-38,8). Ele produz pélos mal formados que tém a forma de
uma chama; 3) linhagem ORR; flare3 (ORR; fIr®), construida por Frolich e Wiirgler (1990),
que possui um gene marcador em hemizigose (fIr°) no cromossomo 3 (3-38,8), que afeta os
pélos das células das asas, modificando-os parecendo uma chama, € um no cromossomo 2,
transferido de uma linhagem selvagem de Oregon R (ORR), resistente ao DDT (DAPKUS e
MERREL, 1997). Esta linhagem “ORR; flare3” ¢é caracterizada por um aumento na
atividade de enzimas citocromo P-450 (GUZMAN- RINCON e GRAF, 1995). Os alelos
mutantes fIr conhecidos sdo letais em homozigose recessiva nos zigotos (os zigotos
homozigotos para fIr* ndo sdo capazes de desenvolver moscas adultas). Ao contrario, células
homozigotas do disco imaginal sdo vidveis e levam a formacao de células mutantes nas asas.
Devido a letalidade, o alelo fIr ¢ mantido contrabalanceado por um cromossomo homologo
balanceador com multiplas inversdes cromossdmicas € um gene marcador dominante (7M3,
Bds — Third multiple, Beaded — Serrate) (GUZMAN-RINCON e GRAF, 1995).
Atualmente o SMART, usado para deteccdo de manchas mutantes em asas de

Drosophila melanogaster, tem sido realizado por meio de dois cruzamentos: Cruzamento
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Padrao (ST — “Standard Cross”) no qual fémeas virgens da linhagem flare-3 sdo cruzadas
com machos multiple wing hairs (GRAF et al., 1984); Cruzamento de Alta Bioativagdo (HB
— “High Bioactivation Cross”), no qual fémeas virgens de linhagem “ORR-flare-3” com
machos multiple wing hairs (GRAF e VAN SCHAIK, 1992). Desse cruzamento sao obtidos
dois tipos de descendentes, trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados
(BH). Nos adultos sao analisadas as asas por meio do microscopio optico de luz.

Caso ocorra uma alteragdo genética em uma das células do disco imaginal, durante a
metamorfose das moscas, tais células se diferenciam e se expressam em mutagdes nos pélos
das asas para multiple wing hairs (mwh) e flare (flr). As mutag¢des induzidas sdo detectadas
em moscas adultas que apresentam manchas simples (com fenotipo mwh ou fIr) ou gémeas,
com os dois tipos de pélos mutantes.

O registro desta freqiiéncia e tamanho de diferentes manchas permite a determinacdo

quantitativa de efeitos mutagénicos e recombinogénicos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Latex da E. tirucalli

O latex da E. tirucalli foi obtido na regido do Tridngulo Mineiro, em Uberlandia,
Minas Gerais.

Neste experimento foram usadas trés concentracdes diferentes do latex para o teste
SMART, sendo:
a) 0,33 microlitros de latex diluido em 1 ml de agua destilada estéril;
b) 0,5 microlitros de latex diluido em 1 ml de 4gua destilada estéril;
¢) 1,0 microlitros de latex diluido em 1 ml de 4gua destilada estéril.

A extracdo do latex, bem como as preparacdes das diluigdes foram feitas momentos
antes de cada tratamento.
3.2 Agentes quimicos

A Ciclofosfamida, de nome comercial “Enduxan” (Laboratorio Roche) ou
“Genuxal”, ¢ um agente alquilante (2-[biz(2-cloroetil)amino]tetrahidro-2H-1,3,2-
oxafosforino2-6xido).

A Ciclofosfamida ¢ um agente quimico usado em amplo espectro clinico e tem um

provado efeito no tratamento de cancer (GRINBERG-FUNES et al., 1990). E uma das
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drogas imunossupressoras mais utilizadas. E usada em casos de leucemia, esclerose maltipla
(CRUZ et al., 2000), carcinomas, micose fungica adiantada, mieloma multiplo, cancer de
bexiga, cancer do endométrio, cancer de ovario, cancer de testiculo, cancer de mama
(PIATO et al., 2002), lupus eritematoso (BALBI et al., 2001), artrite reumatoide, vasculite
(LINO et al., 1998).

Este agente quimico foi cedido pelo Dr. Rogério Agenor de Araujo, chefe do setor de
oncologia do Hospital do Cancer de Uberlandia, MG.

3.3. Teste para Deteccdo de Mutacoes e Recombinagcdes Somaticas em células de
asas de Drosophila melanogaster (GRAF et al., 1984)
3.3.1 Linhagens Estoques

Foram utilizadas trés linhagens mutantes de Drosophila melanogaster, portadoras

dos marcadores genéticos multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare (fIr?, 3-38,8).

L. multiple wing hairs (mwh), com constitui¢do genética y: mwh jv.

I1. flare-3 (fIr3), com constitui¢do genética fIr’/In(3LR)TM3, ri p* sepl(3)89Aabx** e Bd".

1. ORR; flare-3 (ORR; flIr?), com constituicdo genética ORR; fIr¥/In(3LR)TM3, ri p’ sep
1(3)89Aabx** e Bd".

Os estoque sao mantidos em frascos de % de litro contendo meio de cultura de
Drosophila melanogaster: 820 ml de agua, 25 g de fermento bioldgico (Saccharomyces
cerevisiae), 11 g de dgar, 156 g de banana e 1 g de nipagin.

3.3.2 Cruzamentos entre as linhagens mutantes
I. Cruzamento Padrao — ST — Standard Cross — (GRAF et al., 1984)
Fémeas virgens fIr¥/In(3LR)TM3, ri p” sep 1(3)89A4abx’* e Bd* cruzadas com machos

mwh/mwh.
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II. Cruzamento de Alta Capacidade de Bioativacio (HB — High Bioactivation Cross -

GRAF E VAN SCHAICK, 1992).

Fémeas virgens ORR; flr¥/In(3LR)TM3, ri p’ sep 1(3)894abx’* e Bd' cruzadas com

machos mwh/mwh.

3.4 Procedimento

Os ovos foram coletados por um periodo de 8 horas em frascos contendo uma base

solida de agar (3% de 4gar em d4gua) e uma camada de fermento (S. cerevisiae)

suplementado com agticar. Apds 72 + 4 horas, larvas de 3° estagio foram lavadas com agua

corrente e coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de aproximadamente

100 larvas foram transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,0 cm de altura)

contendo 1,5 g de puré de batatas da marca YOKI e 5,0 ml de diferentes concentragdes de

Avelos.

Os tratamentos foram realizados de acordo com o protocolo da figura 1.

Ovo

Estagio Larval (I-1II) Pupa (IV)
I II I v
| Adulto

24 48 72 120 horas

|
Tratamento com Avelos

Tratamento com ciclofosfamida 1mM
Co-tratamento Avelds + ciclosfamida 1mM
Tratamento com agua destilada estéril

Figural: Protocolo de tratamento de Larvas de Drosophila melanogaster, descendentes dos Cruzamentos
ST e HB.

De ambos os cruzamentos foram obtidos 2 tipos de descendentes: 1) trans-

heterozigotos marcados (mwh +/+ fIr’) - asas fenotipicamente do tipo selvagem e, 2)
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heterozigoto balanceado (mwh +/+ TM3, Bd") - asas fenotipicamente do tipo serrilhada. As
moscas adultas emergentes foram coletadas e fixadas em etanol 70%.
3.5 Preparacio das asas para analise

As asas das moscas foram retiradas, embebidas em solu¢do de Faure (30 g de goma
arabica, 20 ml de glicerol, 1,5 g de hidrato de cloral e 50 ml de 4gua destilada) e distendidas
sobre uma lamina seca.

Em seguida, as laminas foram mantidas por 24 horas sobre placa aquecedora (40°C).
No final, procedeu-se a montagem com laminula, e secagem por mais de 48 horas.

Neste experimento, apenas os descendentes trans-heterozigotos marcados foram
analisados.
3.6 Analise microscopica das asas

As andlises das asas foram realizadas em microscopio de luz (objetiva 40X). Foram
registrados o numero e os tipos de manchas encontradas (simples ou gémeas) assim como o
tamanho das mesmas, € a posicdo em que se encontram na asa. Aproximadamente 24.400
células foram analisadas por asa.

Ao final da analise, foram comparadas as freqiiéncias de manchas encontradas nas
moscas tratadas com E. tirucalli. As freqiiéncias de manchas encontradas na associagdo E.
tirucalli com ciclofosfamida (1mM) foram comparadas com o controle positivo

(ciclofosfamida 1mM).
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3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos experimentos realizados para verificagdo da possivel agdo
genotdxica do Avelds foi realizada por meio do teste descrito por Frei e Wiirgler (1988).
Para a andlise estatistica de antigenotoxidade as freqiiéncias de cada tipo de mancha, por
mosca, foram comparadas aos pares (Ex.: controle negativo versus positivo; Ciclosfofamida

isoladamente versus Ciclosfofamida + Avelos).
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4. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos na andlise dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH), do Cruzamento Padrao (ST), tratados com diferentes
dilui¢des de Avelos (0,33, L Avelos/ImL; 0,5, L Avelos/ImL; 1, L Avelds/1mL;).

As freqiiéncias totais de manchas, bem como todas as categorias de manchas
mutantes (pequenas simples, grandes simples e gémeas) apresentaram resultados
estatisticamente inconclusivos, para todas as dilui¢cdes testadas, quando comparadas com o
controle negativo (agua).

Verifica-se, porém, que as freqiiéncias totais de manchas mutantes, nas diversas
dilui¢des, sdo maiores que as freqiiéncias encontradas no controle agua.

Na Tabela 2 os resultados obtidos dos tratamentos com os descendentes (MH), do
Cruzamento de Alta Bioativacdo (HB), mostram aumentos porém nao significativos, nas
freqiiéncias de manchas simples pequenas.

Na categoria de manchas simples grandes ocorreu um resultado inconclusivo na
diluicdo 1. L Avelos/ImL. Os resultados foram inconclusivos para as manchas gémeas, em

todas as dilui¢goes de Avelos.
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A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na andlise dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH), do Cruzamento Padrdo (ST), tratados com diferentes
diluicdes de Avelos (0,33, L Avelos/ImL; 0,5. L Avelos/ImL; 1.L Avelos/ImL;) em
associagao com ciclofosfamida 1mM e ciclofosfamida 1mM somente.

Para todas as diluigdes do latex de Avelods (0,33, L Avelos/ImL; 0,5, L Avelos/1mL;
1. L Avelos/ImL;). associadas a ciclofosfamida 1mM, as freqiiéncias de manchas grandes
simples e gémeas foram estatisticamente inconclusivas.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na andlise descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH), do Cruzamento de Alta Bioativagdo (HB), tratados com
diferentes diluigdes de Aveldés (0,33. L Avelos/ImL; 0,5.L Aveloés/ImL; 1.L
Avelos/1mL;).em associagdao com ciclofosfamida 1mM comparado com os tratamentos com
ciclofosfamida 1mM somente.

Na diluicao (0,33, L Avelds/ImL), associada com a ciclofosfamida 1mM, ocorreu
um aumento, estatisticamente significativo nas freqiiéncias totais de manchas quando
comparadas com as freqiiéncias do controle ciclofosfamida ImM. Nesta mesma dilui¢do e
associagdo foi observado também, um aumento nas freqiiéncias de manchas simples
pequenas.

Nas demais dilui¢des (0,33, L Avelds/ImL; 0,5. L Aveloés/ImL) associadas a
ciclofosfamida 1mM, os resultados foram inconclusivos para manchas simples grandes e
manchas gémeas.

A Figura 2 apresenta as freqiiéncias totais de manchas mutantes por mosca,

observadas em asas dos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, provenientes dos
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cruzamentos “ST” e “HB”, tratadas com diferentes concentra¢des de Avelos (0,33uL

Avelos/ImL; 0,5uL Avelos/1mL) isoladamente e associado a ciclofosfamida 1mM.

Tabela 1: Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes "MH" de Drosophila melanogaster, do Cruzamento
Padrao(ST), tratados com diferentes diluicdes de Avelds (Euphorbia tirucalli)

N. de Manchas por individuo (n°. de manchas) diag. Estatistico” Total
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

™) 1-2 céls)” 2 céls)’ mwh*
m=2 m=35 m=35 m=2 (n)
Contr. Neg. 20 0,55 (11) 0,00 (00) 0,05 (01) 0,60 (12) 12
Ave 0,33uL/1mL agua 20 0,90 (18) i 0,00 (00) i 0,05 (01) i 0,95 (19) i 19
Ave 0,50uL/1mL agua 20 0,60 (12) i 0,15 (03) i 0,05 (01) i 0,80 (16) i 15
Ave 1,00uL/1mL 4gua 20 0,90 (18) i 0,15 (03) i 0,00 (00) i 1,05 21) i 20

*Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. M, fator
de multiplica¢do para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia o =g =
0,05.

°Incluindo manchas simples /17 raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

MSP — manchas simples pequenas

MSG — manchas simples grandes

MG — manchas gémeas

TM — total de manchas

1apela z: Frequencias de mancnas mutantes opservaaas nos aescendentes "IVIH' de Drosophila melanogaster, do Lruzamento
de Alta Bioativacio (HB), tratados com diferentes dilui¢ées de Avelos (Euphorbia tirucalli)

N. de Manchas por individuo (n°. de manchas) diag. Estatistico” Total
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

™) 1-2 céls)” >2 céls)’ mwh*
m=2 m=5 m=35 m=2 (n)
Contr. Neg. 20 1,20 (24) 0,40 (08) 0,05 (01) 1,65 (33) 32
Ave 0,33ul/ImL agua 20 1,25 (25) - 0,05 (01) - 0,05 (01)1 1,35 (27) - 27
Ave 0,50uL/ImL agua 20 1,75 (35) 0,15 (03) - 0,05 (01)1 1,95 (39) - 39
Ave 1,00uL/ImL agua 20 1,60 (32) i 0,35 (07) i 0,00 (00) i 1,95 (39) - 39

“Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. M, fator
de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia o = g =
0,05.

®Incluindo manchas simples 717 raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

MSP — manchas simples pequenas

MSG — manchas simples grandes

MG — manchas gémeas

TM - total de manchas
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Tabela 3: Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes "MH" de Drosophila melanogaster, do Cruzamento

Padrao (ST), tratados com diferentes diluicées de Avelds (Euphorbia tirucalli) associadas a ciclofosfamida 1mM

N. de Manchas por individuo (n°. de manchas) diag. Estatistico” Total
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

™) 1-2 céls)” >2 céls)’ mwh*
m=2 m=35 m=35 m=2 (n)
CPH 1mM 20 2,25 (45) 0,15 (03) 0,10 (02) 2,50 (50) 50
Ave 0,33ul/ImL agua +CPH ImM 20 2,45 (49) - 0,15 (03) i 0,05 (01) i 2,65 (53) - 53
Ave 0,50uL/1mL 4dgua +CPH 1mM 20 1,95 (39) - 0,30 (06) i 0,05 (01) i 2,25 (45) - 44
Ave 1,00ul/lmL 4gua +CPH ImM 20 1,45 (29) - 0,35 (07) i 0,05 (01) i 1,85 (37) - 37

*Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. M, fator
de multiplicagéo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 =
0,05.

°Incluindo manchas simples /17 raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

MSP — manchas simples pequenas

MSG — manchas simples grandes

MG — manchas gémeas

TM — total de manchas

Tabela 4: Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes "MH" de Drosophila melanogaster, do Cruzamento

de Alta Bioativacio (HB), tratados com diferentes dilui¢des de Avelos (Euphorbia tirucalli) associadas a ciclofosfamida 1mM

N. de Manchas por individuo (n°. de manchas) diag. Estatistico” Total
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

) 1-2 céls)® 2 céls)” mwh°®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
CPH 1mM 20 4,95(90) 0,95 (19) 0,25 (05) 5,70 (114) 113
Ave 0,33ul/1mL agua +CPH lmM 20 6,40 (128) f+ 1,00 (20) - 0,15 (03) i 7,55 (151) £+ 148
Ave 0,50uL/1mL agua +CPH lmM 20 5,35 (107) - 0,85 (17)1 0,25 (05) i 6,45 (129) - 127
Ave 1,00uL/ImL agua +CPH ImM 20 5,15 (103) - 0,55 (11) 1 0,10 (02) i 5,80 (116) - 116

“Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. M, fator
de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significAncia o = f =
0,05.

®Incluindo manchas simples fI7° raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

MSP — manchas simples pequenas

MSG — manchas simples grandes

MG — manchas gémeas

TM - total de manchas
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BHB

Frequéncia de Manchas por Mosca

Figura 2 — Freqiiéncias totais de manchas mutantes por mosca, observadas em asas dos descendentes “MH” de
Drosophila melanogaster, provenientes dos cruzamentos “ST” e “HB”, tratadas com diferentes concentragdes
de Avelos (0,33, L Avelos/ImL; 0,5.L Avelos/ImL; 1.L Avelds/ImL;). isoladamente e associado a
ciclofosfamida 1mM.
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5. DISCUSSAO

A indicac¢do na medicina popular para o uso do latex, no tratamento do cancer, ¢ de
aproximadamente 2 gotas em um copo de dgua. Em funcdo desta concentragdo, utilizada
popularmente, foram feitas as dilui¢des e tratamentos descritos neste trabalho.

Na avaliacdo da atividade genotoxica das diluigdes do latex de E. tirucalli (0,33, L
Avelos/ImL; 0,5. L Avelos/ImL; 1. L Avelds/ImL;) foram observados aumentos, porém
ndo significativos, nas freqiiéncias de manchas mutantes, nos descendentes dos cruzamentos
“ST” e “HB”. Nos descendentes do Cruzamento de Alta Bioativacdo os aumentos, nao

significativos, ocorreram apenas nos totais de manchas daqueles individuos tratados com

(0,5. L Avelos/ImL; 1. L Avelés/ImL;).. Estes resultados mostram que nestas condigdes
experimentais o latex de Avelos ndo ¢ genotoxico.

Os resultados negativos, quanto a indu¢do da genotoxicidade pelo latex de
Avelés, podem ser devido as diluicdes feitas neste experimento. E provavel, que com uma
maior concentracdo do latex, ocorram resultados positivos, tendo em vista os aumentos,

porém nao significativos, nas freqiiéncias de manchas nas maiores concentragdes do latex.

Contudo, existem evidéncias, nos estudos feitos por Fiirstenberger e Hecker (1986),

que sugerem o aparecimento de variedades de plantas, diferentes daquela encontrada no Sul
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da Africa. Na Colémbia, encontra-se a E. tirucalli, assim como na Africa, com compostos
irritantes semelhantes ao da planta africana, porém com principio ativo completamente
diferente (KINGORN, 1979). E possivel, também, que os compostos da planta ou o
principio ativo da mesma, que induz a genotoxicidade, ndo sejam encontrados nas plantas do

Brasil.

Na associa¢ao do latex de E. ftirucalli com a ciclofosfamida 1mM nao foram
verificadas diminui¢des, estatisticamente significativas, nas freqiiéncias de manchas
mutantes, induzidas por este agente genotdxico, nos descendentes de ambos cruzamentos

(ST e HB).

Na diluicdo de (1. L Avelés/ImL), associada a ciclofosfamida 1mM, ocorreu uma
diminui¢do, porém ndo significativa, nas freqiiéncias de manchas simples pequenas, nos

descendentes do cruzamento ST.

Esta reducdo pode ser, provavelmente, devido a uma ag¢do citotoxica do latex de
Avelds em associagdo a toxicidade da ciclofosfamida 1mM. Esta possivel agdo citotoxica
pode ter levado a uma diminui¢do das células mutantes e, consequentemente, uma

diminuicdo nas freqiiéncias de manchas mutantes.

Contudo, na maior diluigao do latex 0,33. L Avelos/ImL de agua, associada a
ciclofosfamida 1mM, verificou-se, nos descendentes de Cruzamento de Alta Bioativacao
(HB), um aumento, estatisticamente significativo nas freqiiéncias de manchas mutantes,

quando comparadas com o controle ciclofosfamida 1mM. Acreditamos que por ser esta uma
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concentracdo mais diluida do latex, ndo tenha ocorrido uma maior acao citotoxica, mas sim,

uma potencializacao dos efeitos genotoxicos induzidos pela ciclofosfamida.
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6. CONCLUSOES

O latex extraido da E. tirucalli, encontrado em Uberlandia-MG, nio teve efeito
genotoxico claramente comprovado, nem tampouco antigenotoxico, nas doses testadas no
experimento. Porém, a medida que as concentragdes do latex aumentam hd um aumento da
freqiiéncia da atividade genotdxica.

E possivel que, dependendo da concentragio do latex, pacientes submetidos a
tratamentos concomitantes com ciclofosfamida e Avelds possam agravar os efeitos

colaterais deste agente quimioterapico.
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