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EFEITO DO TRATAMENTO COM AVELOS (Euphorbia titucalli L.) SOBRE O

TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

Michelle C. Soriani*!, Dulce H. J. Constantinot

tUniversidade Sagrado Coragédo - USC, Rua Irm& Arminda 10-50, Jardim Brasil, CEP:
17011-160, Bauru-SP, Brasil

RESUMO: “Efeito do tratamento com Avelds (Euphorbia titucalli L.) sobre o Tumor
Ascitico de Ehrlich.” Atualmente h& interesse em estudar novas terapias até entéo
utilizadas de forma empirica, na busca de novas alternativas de combate ao cancer.
Neste estudo utilizou-se 14 camundongos machos, distribuidos em grupo experimental e
controle, inoculados com 103 células tumorais via intraperitoneal. O grupo experimental foi
tratado durante 3 dias consecutivos com o latex de Avelds diluido em agua destilada, via
intraperitoneal, com inicio 4 dias apds a inoculagdo do tumor, sendo sacrificados 12h apds o
altimo tratamento. No grupo controle administrou-se &gua destilada seguindo o mesmo
procedimento do grupo experimental. Apos eutandsia, recolheu-se o lavado peritoneal para
a determinacdo do nimero de células tumorais em cdmara de Neubauer. A mensuracdo do
NO foi realizada atraves de nitritos existentes nos sobrenadantes dos lavados e
determinada pelo método de Griess com leitura da densidade dptica a 540 nm. O
tratamento com latex ndo apresentou diferenca significativa sobre o nimero de células
tumorais (controle: 2,1x105 + 1,8 células tumorais/mL; teste: 3,1x105 + 1,1 células
tumorais/mL), porém podemos sugerir uma tendéncia em favorecer o crescimento tumoral.
Com relacdo & producdo de NO constatamos uma tendéncia na inducéo & producdo do
mesmo.

UNITERMOS: Avelés, Tumor de Ehrlich, medicina popular.
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ABSTRACT: Currently there is interest in studying therapies hitherto used empirically
in the search for new alternatives in fighting cancer. In this study used 14 mice males,
distributed in experimental and control group, inoculated with 102 intraperitoneal tumor
cells. The experimental group was treated for 3 consecutive days with the latex
aveloz diluted in distilled water, intraperitoneal, beginning 4 days after inoculation of
tumor, being sacrificed after the last treatment. In the control group administered sure
distilled water by following the same procedure of experimental group. After
euthanasia, collected the peritoneal washed for determining the number of tumor cells in
chamber of Neubauer. The measurement of nitric oxide (NO) was performed through
existing nitrites in supernatants of washed and determined by Griess method with reading of
optical density at 540 nm. Treatment with latex not presented significant difference on
the number of tumor cells, but we can suggest a trend in favor the tumor growth. With
respect to production we see a trend in the induction to the production of the same.

Keywords: Avelds, Tumor of Ehrlich, folk medicine.



INTRODUCAO

O Awelés (Euphorbia tirucalli L.), planta da familia Euphobiaceae, nativa de
Madagascar, sul do continente africano, foi introduzido inicialmente no nordeste brasileiro
em 1892, passando a ser cultivado na maioria dos estados do nordeste como cercas-vivas
para a protecdo contra invasores nas propriedades particulares (Oliveira & Nepomuceno,
2004). Atualmente sendo encontrado com facilidade nas diversas regiGes do pais é utilizado
principalmente em paisagismo. A planta possui folhas e flores muito pequenas que
geralmente passam despercebidas, deixando apenas galhos verde-brilhantes (Caseiro et al.,
2006).

Podendo chegar a 6 metros é conhecido popularmente por arvore-do-lapis, dedo-de-
moca, coroa- de-cristo (Granja, 2003), entre outros. Nas diferentes plantas desta familia,
verifica-se um latex cdustico (Granja, 2003) com efeito de alta irritabilidade da pele e olhos,
podendo provocar conjuntivite gravissima além de queimaduras (Oliveira & Nepomuceno,
2004). A intoxicagdo aguda por via oral leva a diarréia, vomitos e sensacdo de queimagao
nas mucosas (Varrichio et al., 2008), em doses elevadas pode acorrer a coagulagdo do
sangue e até mesmo hemorragia podendo ser letal (Caseiro et al., 2006). Na E. tirucalli
foram isolados componentes bioativos identificados como forbol éster e seus diterpenos
similares (Granja, 2003; Rojas et al., 2008) estes sdo estudados como sendo promotores do
linfoma de Burkitt e carcinoma nasofaringeo (Caseiro et al., 2006). Outras plantas do
género Euphobia e também de géneros diferentes cujas quais tém em sua constituicdo os
diterpenos tem provado grande eficacia contra o crescimento tumoral principalmente
através da despolimerizacdo dos microtubulos necessario para a replicagdo celular fazendo
assim com que ndo ocorra a divisdo (Souza, 2004).

O conhecimento relacionado ao uso de plantas na medicina popular vem desde os



povos indigenas, e ainda perdura pelos dias de hoje acompanhando a evolucdo do ser
humano (Rezende et al., 2004).

O presente trabalho fez uso da seiva de Avelds no tratamento do Tumor Ascitico de
Ehrlich, descrito pela primeira vez por Eherlich (Ehrlich & Apolant, 1905 apud. Granja,
2003) como sendo um adenocarcinoma de mama de origem espontédnea encontrado em
camundongos caracterizado por crescimento bastante répido, tanto em sua forma solida
como na forma ascitica e teve como objetivos avaliar os efeitos do emprego do latex de
Avelds sobre o Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) com relagdo ao crescimento tumoral,
toxicidade hepética e producdo de 6xido nitrico (NO), um mediador quimico com acdo pro-
inflamatoria.

Dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em 2000 relataram que 80% da
populacdo mundial j& fez uso de algum tipo de planta medicinal para o alivio de alguma
doenca (Cabral & Carnielo, 2004).

O emprego de plantas na medicina é feito de forma alternativa ou complementando
medicamentos tradicionais e seus resultados benéficos vém despertando o interesse dos
cientistas em comprovar seu potencial curativo relatado pelo conhecimento popular
(Rezende, 2004). Por razdes socioecondmicas, sua utilizacdo se da devido ao fato da
facilidade na obtenc&o das plantas, o baixo custo e a eficiéncia que demonstra no tratamento
e prevencgdo de doencgas (Carneiro et al., 2008).

Pesquisas realizadas a cerca do tema vem avaliando os efeitos farmacol6gicos
das plantas conhecidas popularmente como medicinais, assim como o isolamento dos
componentes e seu potencial no tratamento de doengas (Granja, 2003).

Segundo Granja (2003), além da E. tirucalli, outras plantas do género Euphorbia, sdo
utilizadas na medicina popular como anticarcinogénicas, empregadas no tratamento de

cancroides, sarcomas, etc. No Brasil a E. tirucalli é utilizada popularmente com posologia



empirica como fitoterapico no tratamento de ulceras, canceres e tumores (Rezende, 2004).
Desde 1987 sdo utilizadas pelo Instituto Hahnemanniano do Brasil solugdes aquosas
(homeopaticas) obtidas a partir do extrato total do caule (Varrichio et al., 2009).
Em pesquisa realizada com pacientes que fazem o uso do método caseiro com latex
de Avel6s existem relatos de melhora nos sintomas da doenga ou nos desconfortos

provocados pelos tratamentos com quimio e/ou radioterapia (Caseiro et al., 2006).



MATERIAL E METODOS

Animais

Para a realizagdo deste estudo foram empregados 14 camundongos Balbi/c, machos
com 2 meses de idade, fornecidos pelo Instituto Lauro de Sousa Lima - Bauru. Durante 0s
experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com ingestdo de

agua “ad libitum” e racdo comercial especifica para camundongos.

Obtencdo do Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

As celulas tumorais foram isoladas de camundongos portadores do TAE e mantidas
“in vivo” atraves de passagens sucessivas intraperitoneais em animais de mesma linhagem
por repiques semanais através do implante de 107 células tumorais. Para o repasse, retirou-
se 0 liquido ascitico do peritbnio dos animais doadores através de puncdo e a suspensao
obtida foi lavada por duas vezes em solucéo fisioldgica a 1500 rpm por 10 minutos, sendo o
nimero de células determinado através de contagem em cdmara de Neubauer por

microscopia Optica. A concentracdo desejada foi obtida mediante diluicdo em PBS estéril.

Teste de viabilidade celular

Para que ocorresse a determinacdo da viabilidade celular foi acrescido um volume
de Azul de Trypan na concentracdo de 0,2%. A seguir, uma gota de suspensdo foi colocada
entre a l[dmina e a laminula, e procedida & contagem percentual, considerando-se vivas as
células que excluiram o corante e mortas aquelas que o incorporaram. Na maior parte
dos protocolos sdo empregadas somente as suspensdes que apresentarem viabilidade superior

a 95%.



Obtencéo da Euphobia titucalli
A solucgdo de E. tirucalli foi preparada a temperatura ambiente, atraves da diluicdo

do latex da planta fresca na concentragdo de 50 pl por 100 ml de 4gua destilada estéril.

Tratamento

Os animais foram distribuidos em 2 grupos de 7 animais, sendo estes o0 grupo
experimental e o grupo controle. Ambos os grupos foram inoculados com 103 células
tumorais por via intraperitoneal.

Os animais do grupo experimental foram tratados com o extrato de E. tirucalli na
dose de 1mL por animal uma vez ao dia, com inicio 4 dias ap6s a inoculagédo do tumor,
tratados entdo durante 3 dias consecutivos e sacrificados 12h apdés o ultimo dia de
tratamento.

No grupo controle foi administrada apenas agua destilada estéril sequindo 0 mesmo
procedimento descrito para 0 grupo experimental.

A administracdo de ambas as solucdes foi feita por via intraperitoneal.

Eutanésia

Os animais foram eutanasiados com dose letal de ketamina (0,1mL) e xylasina
(0,2mL), administrada por via intraperitoneal com auxilio de seringa hipodérmica. Durante
todo o desenvolvimento experimental e no momento da eutanasia foram tomados todos 0s

cuidados para que o animal fosse submetido ao minimo de sofrimento.

Obtencéo do lavado peritoneal e coleta de figado para analise histopatoldgica.
Apos eutandsia dos animais, limpou-se a pele com alcool 70% onde foi introduzido na

cavidade peritoneal com o auxilio de uma seringa descartavel 3 ml de solucéo fisioldgica. O



abdome foi massageado e posteriormente realizada uma incisdo para introdugdo de pipeta de
Pasteur recolhendo o lavado peritoneal.
Foram coletados entéo, fragmentos do figado dos animais imediatamente colocados em

solucdo de formol a 10% para posterior analise histopatoldgica.

Avaliacdo do crescimento tumoral
A suspensdo de celulas obtidas a partir do lavado peritoneal foi diluida na proporcéo
de 1:10, uma aliquota de 0,5ml foi separada. Posteriormente as células tumorais foram

contadas em cadmara de Neubauer através de microscopia Optica.

Avaliagdo da producdo de 6xido nitrico

A determinagdo da concentracdo de nitrito € uma forma indireta de se determinar a
concentragdo de Oxido nitrico (NO). Este procedimento foi realizado utilizando-se o
método de Griess, que consiste em adicionar 500 pl do reagente de Griess (sulfanilamida a
1% em é&cido fosférico a 5% e Naphtylenediamina a 0,1% em agua destilada) a 500 pl do
lavado peritoneal. Posteriormente foi feita a leitura em espectrofotdmetro em comprimento

de onda de 540 nm, e a concentragdo de nitrito sera expressa em uM.

Andlise estatistica

Inicialmente foi empregado o teste de normalidade de Komogorov-Smirnov.
Posteriormente, utilizou-se o teste de hipotese T de Student no modo pareado e de médias
independentes, no sentido de analisar comparativamente os valores médios de celulas

tumorais. No estudo estatistico foi considerado um nivel de significancia p<0,05.



RESULTADOS

Neste estudo, nosso principal objetivo foi avaliar o efeito do tratamento com latex de
Avel6s no desenvolvimento do TAE. Para tanto os animais foram inoculados com o tumor
por via intraperitoneal e tratados por 3 dias. O inicio do tratamento deu-se ap6s 4 dias da
inoculacdo para a verificagdo dos efeitos ap6s a implantagdo e inicio do crescimento
tumoral. O grupo controle foi tratado com 0,1 ml de agua destilada estéril e o grupo
experimental recebeu a mesma propor¢do da solucdo do latex de Avelds. Posteriormente, o
lavado obtido foi removido e realizou-se a contagem total do nimero de células em cdmara
de Neubauer. Parte do lavado foi utilizado para a avaliagdo da produgdo de NO atraves do
método de Griess.

Pudemos através dos resultados obtidos neste estudo, constatar que o tratamento
com latex de Aveldés ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa sobre o
nimero total de celulas tumorais presentes no lavado peritoneal em ambos os grupos. O
grupo controle, tratado com agua destilada estéril, apresentou uma média de 2,1x10° + 1,8
células tumorais/mL enquanto o grupo teste tratado com a solucdo de latex de aveloz,
apresentou um discreto crescimento no nimero de células tumorais com média de 3,1x10°
+ 1,1 células tumorais/mL. Portanto podemos sugerir uma tendéncia do mesmo em
favorecer o crescimento tumoral. Tais dados podem ser observados na Tabela 1 e Gréfico 1.
Com relacdo a producdo de NO constatamos também uma tendéncia do tratamento com
Avelds na inducgdo a producdo do mesmo. Os resultados podem ser vistos na Tabela 2 e
Gréfico 2.

A andlise dos cortes histoldgicos de figado corados pela Hematoxilina-Eosina
revelou apenas alteragOes discretas em relacdo ao grupo controle. Observou-se discreta

vacuolizacdo do citoplasma e auséncia de necrose ou esteatose hepéticas. A vacuolizagdo é



compativel com lesdo por acimulo intracelular de &gua (degeneracdo hidropica), porém
discreta e reversivel. Com base em nossos resultados podemos inferir que o tratamento
com Avel6s estimula a producdo de NO e que, este estaria relacionado a facilitagdo do
crescimento do TAE. Estudos posteriores sdo necessarios com intuito de ampliar a amostra e

esclarecer tais efeitos.



DISCUSSAO

O uso popular do Avel6s se baseia na ingestdo de aproximadamente 2 gotas do latex
em um copo de 4gua uma vez ao dia. Neste estudo a dose empregada foi de 50 pl do latex
diluido em 100 ml de &gua destilada estéril por via intraperitoneal.

Constatamos que o tratamento com Avel6s ndo promoveu efeitos significativos sobre
o0 crescimento das células tumorais, mas notamos uma tendéncia ao aumento no nimero das
mesmas.

A respeito da toxicidade do latex, observamos que ndo houve grandes alteracOes
presentes nos cortes histologicos, com bases nos resultado de Camargo, et al. (1998) o uso
dos extratos de diferentes espécies de Euphorbia, apresentam baixa toxicidade e o extrato
“in natura” foi considerado o menos toxico.

Constatamos também que ocorreu um aumento na producdo do NO, o qual podemos
inferir ser o responsavel pelo sutil aumento na quantidade de células tumorais observado nos
animais do grupo experimental, tendo em vista que 0 NO ¢ citotoxico e vasodilatador que
modula as reagdes inflamatorias, dependendo do tipo celular e do estimulo podendo também
pode ser responsdvel pela vasodilatacdo e pela angiogénese (Cerqueira & Yoshida, 2002;
Costa et al., 2003), podendo assim estes fatores terem influenciado na ocorréncia de
hemolise na amostra. O NO é capaz de modular “in vivo” a produgdo do VEGF (Vascular
Endotelial Growth Factor) um potente mediador angiogénico, porém se mostra reduzido
frente a elevacéo na producéo de NO, mas por um mecanismo diferente, o NO estimula a
angiogénese relacionada ao FGF-B (Fibroblast Growth Factor - ) (Ziche et al., 1999).
Outro ponto importante e alvo de estudo recente é de que o NO selecionaria populacdes
de células neoplésicas resistentes a apoptose induzida por linfocitos T citotdxicos, mais

uma vez favorecendo o crescimento tumoral ( Su et al., 2006). Os dados na literatura séo



antagdnicos em relacdo ao papel do NO, é varidvel em funcdo do tipo tumoral e também
em funcéo da fase evolutiva em que se encontra 0 mesmo.

O extrato etandlico obtido de plantas do género Euphorbia apresentam em sua
constituicdo diterpenos que afetariam a divisdo celular impedindo a progressdo da fase G2
para M na anafase (Camargo et al., 1998) por serem capazes de atuarem na estabilizacdo
dos microtubulos, podendo ocorrer a morte celular ou a resisténcia das células, assim
continuariam a se multiplicar (Souza, 2004).

Segundo Yoshida et al. (1996) os diterpenos tem efeito antiproliferativo in vivo, o
que nos faz acreditar que ndo atue diretamente mas que ha interacdo com alguma substancia
do organismo para produzir seu efeito.

Para Roe e Peirce (2004), o latex de diferentes espécies de Euphorbia ndo apresentam
efeito pro- carcinogénico, ou seja, a capacidade de induzir & proliferacdo cancerosa de células
mutantes.

Como foi avaliado apenas um curto periodo ndo podemos afirmar se em um
tratamento mais precoce 0s mesmos efeitos seriam constatados sobre a producdo de NO e
quantidade de células tumorais, visto que em outro estudos sob diferentes formas de
administracdo e diferentes tipos de tumor obteve-se um efeito anti-tumor. Estudos

posteriores s&o necessarios com intuito de ampliar a amostra e esclarecer tais efeitos.
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APENDICES

Tabela 1. Efeito do tratamento com latex de Avelds sobre o nimero de células tumorais

presentes no lavado peritoneal de animais portadores do Tumor Ascitico de Ehrlich.

5
Tratamento? Numero de células tumorais (x10 )

Agua destilada esteril 2100 + 18,63" ¢

, . 31,20 + 11,63
Latex de Avelos

a- Animais foram tratados com agua destilada estéril (0,1ml, ip, 1x/dia) ou com latex de Avel6s (50ul diluidos
em 100mL de agua destilada, 01mL, ip., 1x/dia), durante 4 dias;

b- Resultados expressos em media + desvio padrao;

C- N=7 animais por grupo

Tabela 2. Efeito do tratamento com latex de Avel6s sobre a produgdo de 6xido nitrico

(NO) em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

Tratamento? O (ug/mL)
A i Ari b, ¢
Agua destilada estéril 215+ 1,07
Latex de Avelds 570+1,80

a- Animais foram tratados com &gua destilada estéril (0,1ml, ip, 1x/dia) ou com latex de Avelds (50ul diluidos
em 100mL de agua destilada, 01mL, ip., 1x/dia), durante 4 dias;

b- Resultados expressos em media + desvio padrao;

C- n=7 animais por grupo;

* P< 0,005 na comparacdo com o grupo tratado com agua destilada estéril.
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Graéfico 1. Efeito do tratamento com Avelds sobre o nimero total de células presentes no

lavado peritoneal de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich.
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Grafico 2. Efeito do tratamento com Avelés sobre a producdo de NO em animais

portadores do tumor ascitico de Ehrlich.



