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RESUMG@. Muitas plantas medicinais tém sido analisadas quanto a seus potenciais
antitumoral e antimutagénico. Aveloz, uma planta do género Euphorbia (Euphorbiaceae), tem
sido utilizada popularmente na América do Sul no tratamento de tlceras, canceres, tumores,
verrugas e outras doengas. No entanto, algumas pesquisas demonstraram efeitos contrarios a
estes descritos. Devido a estes resultados contraditorios, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antimutagénico da Euphorbia tirucalli utilizando o sistema metionina em
Aspergillus nidulans. Duas concentragdes do latex - 0,1% e 0,2% (v/v) - foram usadas no
tratamento por 24 horas de conidios dormentes obtidos de colénias de cinco dias. Os
resultados indicaram que o latex da Euphorbia tem potencial antimutagénico, pois tanto a
concentragdo de 0,1% quanto a de 0,2% (v/v) do latex resultaram em freqiiéncia de mutagdo
significativamente menor que a freqiiéncia de mutacdo espontinea, obtida para o controle
nestes experimentos.
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ABSTRACT. Antimutagenic effect of the Fuphorbia’s latex in
Aspergillus nidulans methionine system. Folk medicinal plants have been
analyzed and assayed to confirm their possible antitumoral and anticarcinogenic properties.
Aveloz is a plant of the genus Euphorbia (Euphorbiaceae) and it has been popularly used in
South America for treating ulcer, cancer, tumor, wart and other diseases. However, some
researches have shown opposite effects. Due to these contradictory results, the aim of this
work was to test the antimutagenic potential of Euphorbia tirucalli latex in Aspergillus
nidulans methionine system. Two concentrations of the latex were used in conidia treatment:
0.1% and 0.2% (v/v). The treatment was developed by collecting quiescent conida from five
days old colonies in latex solution, during 24 hours. The results have indicated that both
concentrations show antimutagenic effect because the mutation frequency of the treated
conidia was smaller than mutation frequency of the control.
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Introducéo

Durante milénios os povos indigenas de todo o
mundo vém utilizando plantas com fins medicinais.
Alguns destes conhecimentos se difundiram com o
surgimento das civilizagdes modernas.

Atualmente, os cientistas vém mostrando interesse
em comprovar 0s potenciais curativos de plantas
utilizadas e aprovadas pelo conhecimento popular.

A Carqueja, planta do género Baccharis, familia
Asteraceae utilizada popularmente no Brasil em casos
de distarbios gastrointestinais ¢ em toda América
Latina por intimeras fungdes, despertou o interesse de
Gamberini et al. (1991), que demonstraram que o
tratamento em ratos com o extrato aquoso de
Baccharis  triptera pode aliviar os distarbios
gastrointestinais por ser capaz de reduzir a secregdo
de acidos e a hiperatividade gastrointestinal. Abad et
al. (1999) relataram que o extrato aquoso da
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Baccharis genistelloides tem acdo anti viral contra
dois diferentes virus: HSV-1 e VSV.

Outra planta popularmente conhecida ¢ a
Espinheira Santa, do género Maytenus, familia
Celastraceae, que ¢ usada em casos de indigestdo,
gastrite cronica e ulceras. Souza-Formigoni et al.
(1991) trataram ratos, com ulceras induzidas por
indometacina, com a administra¢io oral e
intraperitonial do extrato aquoso de Maytenus
aquifolium e Maytenus ilicifolia ¢ demonstraram os
efeitos anti ulcerogénicos destas duas espécies de
plantas.

A Quebra Pedra, planta do género Phyllanthus
da familia Euphorbiaceae ¢ popularmente usada para
eliminar pedras nos rins e outros problemas
relacionados ao sistema urinario. No entanto,
algumas pesquisas realizadas com Phyllanthus estdo
direcionadas a busca da cura do cancer. Ferrer et al.
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(2002) demonstraram que o tratamento da
Salmonela com extrato aquoso de Phyllanthus
orbicularis protege a célula bacteriana da oxidagdo e
da mutacdo causada pela agdo das aminas aromaticas
e do peréxido de hidrogénio pela acdo de algum
mecanismo antimutagénico intracelular. Giridharan
et al. (2002) identificaram e purificaram uma
molécula extraida de Phyllanthus urinaria testando-
a em quatro tipos de células cancerigenas
especificas. Os resultados indicaram que a
7'-hydroxy-3',4",5,9,9'-pentamethoxy-3,4-methyleno

dioxy lignan inibiu a atividade da telomerase como
também do bc/ 2 e ativou as caspases 3 e 8
resultando na indugdo da apoptose.

Uma planta chamada aveloz pertencente ao
género FEuphorbia da familia Euphorbiaceae ¢
comumente utilizada como fitoterdpico no
tratamento de ulceras, canceres, tumores, verrugas ¢
outras doengas (Betancur-Galvis et al., 2002). No
entanto, seu latex muito caustico mostrou efeito
immunosupressor, o contrario do que se espera de
uma planta antitumoral (Sugiura et al., 1994). Além
disso, como eficiente irritante, a Euphorbia pode ser
considerada candidata a promotor de cancer
(Furstemberger ¢ Hecker, 1986). Uma alternativa
que justificaria seu potencial anticancerigeno seria a
antimutagenicidade.

Substdncias com potencial antimutagénico
aumentam a eficiéncia dos mecanismos de reparo
das mutagdes causadas por agentes mutagénicos ou
provocam a inativacdo da substincia mutagénica.
Como conseqiiéncia, estas substincias atuam como
agentes protetores, diminuindo a freqiiéncia de
danos ao DNA. Em ambos o0s casos, no entanto,
agem antes da multiplicagdo desordenada das
células, ou seja, da formagdo do tumor.

O proposito deste trabalho foi testar o possivel
potencial antimutagénico da Euphorbia tirucalli, e
para isso foi empregado o sistema metionina em
Aspergillus nidulans.

Material e métodos

Linhagem

A linhagem de Aspergillus nidulans utilizada para
o sistema metionina foi a bidImethGl, originada de
Glasgow (Escocia). Essa linhagem ¢ deficiente para
biotina (cromossomo I) e metionina (cromossomo
IV). Ela possui duas vantagens: ndo tem translocagdes
e a mutagdo bidl confere-lhe maior permeabilidade
da parede celular.

Os meios de cultura foram preparados segundo
Pontercorvo et al. (1959), Clutterbuck (1974) e Rocha
(1997). O meio seletivo (SM) para andlise dos
revertentes foi meio minimo (MM) suplementado com
biotina (0,02 pg/mL). O meio para teste de
sobrevivéncia (SMM) foi preparado com a mesma
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composicdo do SM adicionando metionina (50,0
pg/mL).

Foram preparadas duas concentra¢des de latex em
agua destilada esterilizada: 0.1% (v/v) e 0.2% (v/v).
Ambeas as solugdes foram filtradas em filtro Millipore.

Conidios de coldnias crescidas por 5 dias em meio
completo (MC) a 37°C foram coletados em solucdo
0,01% Tween 80 em 0,09% NacCl, agitados e filtrados
em 13 de vidro. Apds a estimava da quantidade de
esporos em camara hematimétrica, a suspensdo foi
dividida em dois tubos: um tubo para o tratamento com
a solucdo de latex e outro para o controle, com adigdo
de agua.

Ap0s 24 horas de tratamento, todos os tubos foram
centrifugados e lavados 3 vezes com solucao salina.

Para estimativa de sobrevivéncia foram, feitas
diluigdes adequadas e inoculados 0,1mL da suspensio
diluida em 10 placas de SMM, para cada tubo
(tratamento e controle) e incubados por 3 dias a 37°C.
Para analise de revertentes, foi inoculado 0,ImL da
suspensdo sem diluicdo em 10 placas de SM para cada
tubo (tratamento e controle) e incubados por 5 dias a
37°.

Todo este procedimento foi repetido trés vezes
independentemente.

Resultados

Observando as Tabelas 1 e 2 para os tratamentos
0,1% ¢ 0,2% (v/v) do latex, respectivamente, nota-se
que a freqiiéncia de mutagado, representada pela razéo
entre o nimero de mutantes por mililitro e o numero de
conidios vidveis por mililitro ¢ menor no tratamento
quando comparada com a freqiiéncia de mutacdo do
controle para a linhagem bidImethGl de A. nidulans.
A anadlise estatistica, apresentada nas Figuras 1 e 2
determinou que esta diminuigdo na freqiiéncia de
mutagdo ¢ significativa.

Tabela 1. Resultados obtidos no tratamento de conidios
dormentes da linhagem bidmethG1, com 0,1% (v/v) do latex de
Euphorbia tirucalli.

Numero de
mutantes /

Nﬁm?rf' de Nuamero de
conidios

Experimento Grupos Viaveis x mulan'tes 10° conidios
10°/mL /mL viaveis

1 Controle 54,7 12 0,219
Tratamento 291,7 15 0,051

2 Controle 136,9 58 0,423
Tratamento 199,1 76 0,381

3 Controle 61,9 74 1,195
Tratamento 96,5 48 0,497

Média Controle 84,5 0,820
Tratamento 205,7 0,413
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Figura 1. Analise estatistica dos resultados da Tabela 1, segundo

Munson e Goodhead (1977), modificado por Rodrigues e Rocha

(2000) e por Zonetti ¢ Rocha (2000), mostrando que a inclinagdo

da reta C (m), que representa a mutagdo espontanea, é visivelmente

maior que as inclinagdes das retas T’ e T’ (m’ e m’’), que

representam a mutagdo em presenga do latex a 0,1% (v/v) de E.

tirucalli. Esta observagdo indica que as diferengas entre os valores

encontrados de freqiiéncia de mutagdo para o tratamento e para o

controle sdo significativas.

Tabela 2. Resultados obtidos no tratamento de conidios
dormentes da linhagem bid ImethGl, com 0,2% (v/v) do latex de
Euphorbia tirucalli.

Nuamero de Nuamero de

Numero de

Experiment Grupos c?'nid-ios mutantes / m;llallt’es- /
o viaveis x mL 10’ conidios
10°/mL viaveis
1 Controle 61,9 74 1,195
Tratamento 208,8 67 0,320
2 Controle 79,5 131 1,649
Tratamento 273,6 153 0,560
3 Controle 172,9 61 0,352
Tratamento 200,2 55 0,274
Média Controle 104,8 1,065
Tratamento 2275 0,385
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Figura 2. Anilise estatistica dos resultados da Tabela 2, segundo
Munson e Goodhead (1977), modificado por Rodrigues e Rocha
(2000) e por Zonetti ¢ Rocha (2000), mostrando que a inclinagdo
da reta C (m), que representa a mutagdo espontanea, é visivelmente
maior que as inclinagdes das retas T’ e T’ (m’ e m’’), que
representam a mutagdo em presenca do latex a 0,2% (v/v), o que
demonstra que as diferengas encontradas entre as freqiiéncias de
mutagdo para o tratamento e para o controle sdo significativas.

Discusséo

Para a determinacdo da antimutagenicidade do
latex da Euphorbia foi utilizado o sistema metionina
no fungo filamentoso Aspergillus nidulans. Este teste
tem sido utilizado para avaliagdo do potencial
mutagénico de inimeros agentes fisicos e quimicos
(Lilly, 1965; Scott et al., 1982; Rocha e Azevedo,
1986; Zonetti e Rocha, 2000).

Em 2000, Rodrigues e Rocha propuseram uma
adaptagdo deste teste para determinar potencial
antimutagénico, adaptando o teste estatistico de
Munson e Goodhead (1977). Segundo este trabalho, a

7

substancia em analise ¢ considerada antimutagénica
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se a inclina¢do da reta calculada com os valores da
mutacdo espontanea for maior que a inclinagdo da
reta calculada com os valores da mutago induzida.

Analisando os presentes resultados, observou-se
que o latex de Euphorbia tirucalli aumentou a
sobrevivéncia dos conidios, o que foi o primeiro
indicio de protecdo (Tabelas 1 e 2). A freqiiéncia de
mutantes foi significativamente menor no tratamento
para ambas as concentra¢des do latex (Tabelas 1 e 2 e
Figuras 1 e 2). Estas analises indicam o potencial
antimutagénico do latex de FEuphorbia tirucalli
preparado nas concentragdes 0,1% e 0,2% (v/v) pelo
tratamento de conidios dormentes, no sistema
metionina em Aspergillus nidulans.

Como os resultados do presente trabalho foram
obtidos analisando a freqiiéncia de mutagdo
espontdnea, sem utilizagdo de nenhum agente
mutagénico, ¢ provavel que sua protegdo ocorra
preventivamente, ativando mecanismos celulares de
prevengdo de mutagdes, entre os quais, os sistemas de
reparo.

Este trabalho vem corroborar a relevancia do
estudo das propriedades das plantas medicinais. A
antimutagenicidade encontrada no sistema metionina
em Aspergillus nidulans ¢ uma indicacdo para que
sejam realizados novos testes, empregando diferentes
organismos. Se for confirmado o potencial
antimutagénico do latex da Euphorbia, poderemos
justificar cientificamente sua utilizacdo na medicina
popular, com o cuidado de respeitar as concentra¢des
para evitar o efeito caustico do latex em
concentragdes maiores.

Além disso, os resultados do presente trabalho
também abrem caminho para uma série de novas
pesquisas, para extracdo e purificacdo da molécula
responsavel pela propriedade antimutagénica da
Euphorbia tirucalli, como fizeram Giridharan et al..
(2002) em Phyllanthus urinaria, uma outra planta da
familia Euphorbiacea.
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