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Avaliacdo do uso do extrato bruto de Euphorbia tirucalli na
inibicdo do tumor ascitico de ehrlich

Use of raw Euphorbia tirucalli extract for inhibition of ascitic Ehrlich tumor
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RESUMDPO

Objetivo: avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico de Euphorbia tirucalli (ETHE) sobre o desenvolvimento do tumor de Ehrlich em
sua forma ascitica. Métodos: quinze camundongos Swiss foram inoculados via intraperitoneal com 10,44x107 células do tumor
de Ehrlich e um dia depois foram divididos em dois grupos: Grupo ETHE (oito camundongos), tratados com a dose de 125mg/kg/
dia de ETHE por cinco dias e Grupo Controle (sete camundongos), tratado apenas com 0,9% de solucdo salina isoténica em
relacdo ao mesmo periodo. O tratamento foi realizado por gavagem. Dez dias apds a inoculacdo, quatro animais de cada grupo
foram sacrificados para a quantificacdo do nimero de células de tumor, do volume de fluido ascitico e do nimero de células da
medula ¢ssea. Os demais animais foram mantidos, para avaliar a sobrevivéncia. Resultados: o volume de liquido ascitico e do
numero de células tumorais foram menores no grupo ETHE quando comparado ao grupo controle, porém sem significancia
estatistica. Por outro lado, a sobrevivéncia dos animais foi maior no grupo de ETHE, bem como, a quantidade de células de medula
6ssea. Conclusdo: o tratamento com ETHE, apds a inoculacdo do tumor, diminuiu o seu desenvolvimento e aumentou sobrevida,
bem como, a celularidade da medula éssea, reduzindo assim, a mielossupressdo presente nos animais portadores de tumor de

Ehrlich.

Descritores: Fitoterapia. Extratos Vegetais. Euphorbiaceae. Carcinoma de Ehrlich. Camundongos.

INTRODUCAO

Euphorb/a tirucalliL. [Euphorbiaceae] é conhecido no Brasil
como "aveloz” e seu latex tem sido usado como anti-
helmintico, antissifilitico e antitumoral na medicina tradici-
onal™. Algumas propriedades bioldgicas da Euphorbia
tirucalli tém sido confirmadas como atividades larvicida,
moluscicida, bactericida e anti-herpética.>® Essas ativida-
des sdo comumente relacionadas a presenca de fitoesterois
e triterpenos?.

O tumor de Ehrlich é um carcinoma de cresci-
mento rapido com comportamento muito agressivo, que
induz mielossupressdo em camundongos e afeta fortemente
a resposta inflamatéria. Foi demonstrado que os niveis de
prostaglandina E2 (PGE2), que estdo dramaticamente au-
mentados em camundongos portadores do tumor, foram
abolidos pelo tratamento com extrato de E. tirucalli*®'2.

Baseado no uso popular e nos resultados acerca
do efeito de E. tirucallina resposta inflamatoéria, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a atividade antitumoral in
vivo da Euphorbia tirucalli, via oral, usando o tumor de
Ehrlich em sua forma ascitica.

METODOS

O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA), protocolo nimero 23115 008767/
2008-40. O estudo seguiu as normas de uso de animais
em experimentacao, preconizadas pelo Colégio Brasilei-
ro de Experimentacdo Animal (COBEA), e a pesquisa re-
alizada no Departamento de Medicina Il, no Departamen-
to de Patologia e no Laboratério de Imunofisiologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA).

A amostra foi composta de 15 camundongos
Swiss machos (Swiss Webster, Rodentia Mammalia), for-
necidos pelo Biotério UFMA, com idades entre 60 e 100
dias (média de idade de 72 dias). O peso estava entre 20 e
25 g (22,3g de peso médio). Eles foram mantidos em gru-
pos de cinco por gaiola padrdo para a espécie no Labora-
tério de Pesquisa de Imunofisiologia, com ciclo claro-escu-
ro de 12 horas e umidade 44-56%, iguais ao ambiente
natural, sem qualquer regulacéo artificial. A temperatura
era constante em 26 + 2°C. Os animais foram alimentados
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com racdo comercial padrdo e tiveram livre acesso a dgua
durante todo o experimento.

As cascas de E. tirucalli foram coletadas e
identificadas no Herbario Atico Seabra da UFMA
(espécimens voucher n° 1373). As cascas foram mecanica-
mente trituradas e adicionadas a 1L de etanol (70%), sen-
do misturadas a cada 8h durante 72h. Apos este periodo,
o extrato hidroalcodlico foi filtrado usando um funil de al-
godao. Apds este processo, o extrato foi concentrado atra-
vés de um evaporador rotativo e novamente filtrado para
se obter 190ml de extrato hidroalcodlico. Finalmente, o
extrato foi seco e o residuo obtido diluido em &gua destila-
da em uma concentracdo de 15mg/ml.

Com a finalidade de tratar os camundongos, o
extracto de E. tirucalli foi diluido novamente com dgua e
administrado por gavagem com doses Unicas diarias
(125mg/kg de peso corporal) durante cinco dias. O trata-
mento foi iniciado 24 horas apds o implante do tumor de
Ehrlich. O grupo controle foi tratado apenas com solucdo
salina isoténica (0,2ml).

O tumor ascitico de Ehrlich, derivado de
um adenocarcinoma murino de mama espontaneo, foi
mantido na forma ascitica através de passagens
intraperitoneais sucessivas em camundongos Swiss, por
transplante semanal no Laboratério de Imunofisiologia da
UFMA. O fluido ascitico foi removido por abertura do ab-
dome e coleta cuidadosa de todo o fluido, com a ajuda de
uma seringa de 3ml estéril. Contagem de células tumorais
foram feitas em um hemocitdmetro Neubauer. As células
encontradas foram mais do que 99% viaveis pelo método
de exclusdo do corante azul de Tripano e quantidade de
5,22x108 células/ml de liguido ascitico.

Um volume de 0,2ml de células de tumor de
Ehrlich foi injetado no espaco intraperitoneal para o desen-
volvimento da forma ascitica. O montante final da suspen-
sdo de células tumorais utilizada em cada aplicacdo foi
10,44x107 células viaveis .

Apo6s a inoculacao, os animais foram distribui-
dos aleatoriamente em dois grupos: Grupo ETHE (GE), com
oito camundongos, e grupo controle (GC), com sete ani-
mais. Os animais com tumor ascitico foram pesados a cada
trés dias.

No dia seguinte a inoculacdo, os animais do GE
receberam diariamente 125mg/kg de extrato hidroalcodlico
por gavagem e o mesmo volume de solugao salina isoténica
a 0,9% no GC, durante cinco dias consecutivos.

No décimo dia ap6s a inoculacdo, quatro camun-
dongos de cada grupo foram mortos por dose letal de 2%
xilazina (20mg/kg, IM) e 5% de cloridrato de quetamina
(30mg/kg, IM) para contagem celular da medula éssea
femoral, bem como, volume e celularidade do liquido
ascitico. Os camundongos remanescentes (quatro do GE e
trés de GC) foram mantidos para avaliar a sobrevivéncia.

Os resultados foram expressos como a média =
desvio padrdo de quatro animais por grupo. A avaliacao
estatistica foi feita pelo teste ANOVA. A sobrevivéncia dos

animais foi demonstrada pela curva de Kaplan-Meier e foi
aplicado o teste estatistico de Log-Rank para comparar as
curvas. As diferencas foram consideradas significativas a
p<0,05 e sdo representados por um asterisco. Todos os
experimentos foram repetidos ao menos duas vezes.

RESULTADOS

Volume total ascitico de Ehrlich e 0 nimero total
de células tumorais foram menores nos camundongos tra-
tados com E. tirucalli (125mg/kg), mas sem significancia
estatistica (Figura 1 A e B). Os tratamentos com E. tirucalli
também aumentaram significativamente a expectativa de
vida (Figura 1Q).

Houve também um aumento significativo no
numero de células da medula éssea do fémur no GE (Figu-
ra 2).

Os pesos médios foram significativamente me-
nores no GE (Figura 3).

DISCUSSAO

Foi demonstrado aqui que o volume de fluido
ascitico e o numero de células de tumor de Ehrlich no
periténio foram menores em camundongos tratados com
E. tirucalli, mas esta diferenca nao foi estatisticamente sig-
nificativa. Apesar disso, esta diminuicdo pode demonstrar
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Figura 1 - Efeito de E. tirucalli em tumor de Ehrlich ascitico no

volume de fluido ascitico (A), o nimero de células de
tumor do fluido ascitico (B) e sobrevivéncia dos ca-
mundongos (C).

* p<0,05 em comparacdo com o grupo de controle.
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Figura. 2 -  Efeito da E. tirucalli no nimero de células da medula

ossea do fémur em camundongos portadores de tu-
mor de Ehrlich.

* p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 3 - Evolugdo do peso médio do GE e GC no primeiro,

sexto, décimo e 15° dias do ensaio.

* p <0,05 quando comparado ao grupo controle.

a inibicdo do crescimento de ascite em camundongos do
GE. Este fato, em conjunto com os pesos médios significa-
tivamente inferiores no GE, sugere retardamento do cres-
cimento do tumor em animais tratados com o extrato.

O mecanismo exato pelo qual a E. tirucalli me-
deia o seu efeito antitumoral é desconhecido. No entanto,
alguns dos compostos presentes em E. tirucalli, tais como
terpenos, poderiam explicar estes resultados'. Estes com-
postos tém sido mencionados como antioxidante e,
conseqguentemente, podem ser envolvidos nas atividades
antitumorais'®. Os extratos derivados da planta contendo
0s principios antioxidantes mostraram citotoxicidade para
células tumorais e atividade antitumoral em animais expe-
rimentais™"’.

A resposta inflamatéria é, de fato, indispensa-
vel para modular o desenvolvimento de tumores. Foi de-
monstrado que a resposta inflamatdria de neutréfilos é
essencial para o controle do tumor de Ehrlich. No entan-
to, o elevado influxo destas células promove o desenvol-
vimento do tumor’®. Este efeito é, provavelmente, rela-
cionado com a angiogénese e fatores de crescimento
induzidos por inflamacdo, que sdo necessarias para o
desenvolvimento do tumor. A implantacdo do tumor
ascitico de Ehrlich induz, por si sé a uma reacao infla-
matoria local, com aumento da permeabilidade vascular,
0 que resulta na formacao de intenso edema, migracdo
celular e formacao progressiva do fluido ascitico®. O fluido
ascitico é essencial para o crescimento do tumor, uma
vez que constitui a fonte nutricional direta para as célu-
las tumorais?®.

O crescimento do tumor de Ehrlich induz a inibi-
cdo da enzima superéxido dismutase e catalase, que sao
fundamentais para a eliminacao de radicais livres, como o
superdxido e o peréxido de hidrogénio?'?2. Em camundon-
gos portadores de tumor de Ehrlich, a atividade antioxidante
atua por um mecanismo que envolve a modulacdo da
peroxidacao lipidica e aumenta o sistema de defesa
antioxidante?®.

Propomos que a aditiva e sinérgica atividade
antioxidante de fitoquimicos, como terpendides, presentes
na E. tirucalli sejam responsaveis por sua atividade
antitumoral potente, que pode ser inferida a partir do au-
mento da expectativa de vida de camundongos com tu-
mores e pela inibicdo do crescimento ascitico.

No que diz respeito a celularidade da medula
femoral, verificou-se um aumento significativo no nimero
de células medulares no grupo tratado com Aveloz, um
resultado que é consistente com o que foi exposto por
Valadares et al.?. Este autor descreveu a propriedade do
extrato de Euphorbia tirucalli em restaurar mielopoiese
medular suprimida pelo tumor de Ehrlich durante o seu
curso natural, ndo encontrando, no entanto, diferencas entre
as trés doses (125, 250 e 500 mg/kg). Estudos em camun-
dongos inoculados com o tumor de Ehrlich mostrou uma
diminuicao rapida de unidades formadoras de col6nias de
granulécitos e macréfagos (CFU-GM) na medula 6ssea, ao
passo que foi observado um aumento progressivo no nu-
mero de células e de CFU-GM no baco, seguido de
esplenomegalia®*.

Quanto a sobrevivéncia dos animais, verificou-
se, em nosso estudo, aumento estatisticamente significati-
vo na sobrevida dos animais tratados com Aveloz. O mes-
mo foi relatado no estudo de Valadares et al. para todas as
doses disponiveis (125, 250, e 500 mg/kg/dia, durante cin-
co dias), sugerindo um aumento dose dependente na so-
brevivéncia (sobrevivéncia maior em animais tratados com
o extrato de 500mg/kg)=.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the effect of the Euphorbia tirucalli hydroalcoholic extract (ETHE) on the development of Ehrlich Tumor, in
its ascitic form. Methods: Fifteen mice Swiss were inoculated intraperitoneally with 10,44x10” cells of Ehrlich Tumor and one day
after were divided in two groups: ETHE Group (8 mice), treated with dose of 125mg/kg/day of EHTE for five days, and Control Group
(7 mice), treated only with 0.9% isotonic saline solution over the same period. The treatment was done by gavage. Ten days after
inoculation, four mice from each group were sacrificed for quantification of tumor cell number, ascitic fluid volume and bone marrow
cell number. The remaining animals were maintained to evaluate the survival. Results: the ascitic fluid volume and the tumor cell
number were decreased in ETHE group when compared to control group, but with no statistical significance. On the other hand, the
survival of mice was higher in the ETHE group as well as the number of bone marrow cells. Conclusion: treatment with ETHE, after
the inoculation of tumor, decrease its development and increase the survival and the bone marrow cellularity, reducing so, the

myelosuppression present in the Ehrlich Tumor bearing mice.

Key words: Physical Therapy Specialty. Plant Extracts. Euphorbiaceae. Carcinoma, Ehrlich Tumor. Mice.
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