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ARTIGO ORIGINAL

Avaliagao histopatologica dos 6rgaos de
camundongos com Carcinoma de Ehrlich tratados
com cisplatina, acunpuntura e Euphorbia tirucalli l.

Histopathological evaluation of mice of the
organs with Ehrlich Carcinoma treated with
cisplatin, acupuncture and Euphorbia tirucalli .

RESUMO

Introdugio: O cincer é uma das maiores causas de morte do mundo sen-
do considerado um problema de satide publica. Objetivo: Objetivou-se
realizar a avaliagao histopatologica de 6rgaos de camundongos com carci-
noma de Erhlich tratados com cisplatina, acupuntura e a planta Euphor-
bia tirucalli L. Metodologia: Utilizou-se 25 camundongos, fémeas, com 60
dias de idade, 25 e 35 g de peso corpdreo sendo divididos em Grupo 1 -
Controle negativo - Iml de Soro Fisiologico 0,9% (VO); Grupo 2 — Contro-
le positivo - 2,5mg/kg de Cisplatina (VO); Grupo 3 - Pré-tratamento com
acupuntura + 2mg/kg da Euphorbia tirucalli (VO); Grupo 4 — Acupuntu-
ra; Grupo 5 - Acupuntura + 2mg/kg Euphorbia tirucalli (VO).Inoculou-se
células do carcinoma em todos os animais e durante 8 dias foi realizado os
protocolos terapéuticos. No nono dia os camundongos foram pesados, eu-
tanasiados por deslocamento cervical, necropsiados para avaliagio ma-
croscopica e histologica dos 6rgaos e do tumor. Os acupontos utilizados
foram B10, VB30 e F3. Resultados: Houve variagao significativa no peso
dos 6rgaos (Rins, Bago, Figado) e do Tumor. As principais alteragdes his-
topatoldgicas foram pneumonia, hepatite, necrose hepatica, degeneragao
gordurosa e hiperplasia da polpa branca do bago. Conclusao: A cisplatina
demonstrou ser o tratamento mais eficaz em camundongos com carcino-
ma de Erhlich quanto a redug¢o do tumor. A dose utilizada na pesquisa do
latex da Euphorbia tirucalli L. demonstrou ser hepatotdxica, no entanto os
tratamentos com acupuntura e a planta proporcionaram uma resposta
imunologica. Assim, sugere-se a associagdo da acupuntura e da Euphorbia

tirucalli como tratamentos coadjuvantes em pacientes com carcinoma.
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ABSTRACT

Introduction: Cancer is one of the biggest causes of death in the world and is considered a public health prob-
lem. Objective: The objective was accomplish histopathological evaluation of organs of Erhlich’s carcinoma
treated with cisplatin, acupuncture and Euphorbia tirucalli L. Methodology: Its were used 25 female mice, 60
days old, with 25 and 35 g of body weight were divided into Group 1 - Negative control - 1ml of Physiological
Serum 0,9% (VO); Group 2 - Positive control - 2.5mg / kg Cisplatin (VO); Group 3 - Pre-treatment with acu-
puncture + 2mg / kg of Euphorbia tirucalli (VO); Group 4 - Acupuncture; Group 5 - Acupuncture + 2mg / kg
Euphorbia tirucalli (VO). Carcinoma cells were inoculated into all animals and for 8 days the therapeutic pro-
tocols were performed. On the ninth day the mice were weighed, euthanized by cervical displacement, necrop-
sied for histological evaluation and the tumor excised. The acupoints used were BL10, GB30 and LR3. Results:
The weight of the organs (Kidneys, Spleen, Liver) and Tumor were significant. The main histopathological
changes were pneumonia, hepatitis, necrosis, fatty degeneration and hyperplasia of the white pulp. Conclu-
sion: The cisplatin has been shown to be the most effective treatment in mice with Erhlich’s carcinoma for tu-
mor reduction. The dose used in the latex research of Euphorbia tirucalli L. was shown to be hepatotoxic, how-

ever the treatments with acupuncture and the plant provided an immune response. Thus, the association of

acupuncture and Euphorbia tirucalli is suggested as adjuvant treatments in patients with carcinoma.

Keywords: Cancer. Ethnobotany. Phytotherapy. Traditional Chinese Medicine.

INTRODUCAO

O cancer ¢ uma das maiores causas de morte no
mundo o que configura um problema de saude pu-
blica. E uma doenca cronico-degenerativa que afeta
varias dimensdes da vida humana e causa impor-
tante impacto econdmico na sociedade, necessitan-
do de tratamento especializado prolongado e onero-
so. Além de ser responsavel pela redugdo do poten-
cial de trabalho humano e perda de muitas vidas'.

Constata-se nas pesquisas que os tratamentos
utilizados para o cancer como os radioterapicos e
quimioterapicos tém efeitos colaterais indesejaveis
e, muitas vezes, deficientes respostas terapéuticas.
Assim, ha uma incessante busca de formas terapéu-
ticas eficientes que causem o minimo de efeitos co-
laterais®. O uso de produtos naturais como agentes
anticancer tem uma longa histéria que iniciou com
a medicina popular e através dos anos foi incorpora-
da a medicina alopdtica’.

A Euphorbia tirucalli L. constitui o maior repre-
sentante da familia Euphorbiaceae compreendendo
1.500 espécies, as quais sdo cosmopolitas em sua
distribuicdo. Apresenta atividade antiparasitdria,

analgésica, antiinflamatoria, fungicida, hepatoprote-
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tor e queratolitico, além de demonstra efeitos anti-
neopldsicos promissores, ja que inibe a proliferacio
da proteina quinase C (PKC), o que resulta num efei-
to antiproliferativo e apoptdtico em vérias células
cancerigenas®’.

Outra terapia que tem auxiliado pacientes com
cancer ¢ a acupuntura que trata o paciente como um
todo, ndo somente a doenca. Estimula a imunidade e
atua atenuando nos sintomas relativos ao cancer e
efeitos colaterais comumente observados nos trata-
mentos convencionais®, considera a funcao do corpo e
da mente como resultado da interacdo das energias
yin e yang’. Assim o objetivo desta pesquisa foi reali-
zar a avaliagdo histopatoldgica orgaos de camundon-
gos com carcinoma de Erhlich tratados com cisplati-

na, acupuntura e a planta Euphorbia tirucalli L.

MATERIAL E METODO

Local do experimento

Esta pesquisa foi desenvolvida no Biotério do
Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Expe-
rimental do Departamento de Antibidticos da Uni-
versidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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Material Botanico

0 latex de Euphorbia tirucalli foi coletado no Jar-
dim do Biotério do Departamento de Antibidticos
da Universidade Federal de Pernambuco nos meses
de junho a agosto de 2015. A exsicata da espécie ve-
getal foi depositada no Herbario do Departamento
de Botanica/CCB/UFPE com o n ° 41.765. O latex
depois de coletado foi imediatamente diluido com
soro fisioldgico 0,9% para a dose terapéutica de 2,0
mg/kg® e administrado por via oral (VO), uma vez

por dia, durante a realizacio da pesquisa.

Animais

Foram utilizados 25 camundongos Albino suico
(Mus musculus), fémea, aproximadamente 60 dias de
idade, com 25 e 35 g de peso corpdreo, provenientes
do Biotério do Departamento de Antibidticos da Uni-
versidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno, em temperatu-
ra de 22 + 2°C, com alimentagdo adequada, agua ad
libitum, condi¢oes controladas de iluminagao (ciclo
claro/escuro de 12 horas cada) e pesagem diaria (ba-
langa Triple Beam Scale 2610g, 700 800 Series).

Antes de ser realizada a fase experimental, o pro-
jeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo do Co-
mité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE,
processo n° 23076.022599/2015-49. Os 25 animais
que constituiram o experimento foram divididos
aleatoriamente em cinco Grupos contendo em cada

Grupo cinco camundongos.

»Grupo 1
Controle negativo - 1ml de Soro Fisioldgico
0,9% (VO).

»Grupo 2
Controle positivo - 2,5mg/kg de Cisplatina (VO).

»Grupo 3
Pré-tratamento com acupuntura + 2mg/kg
da Euphorbia tirucalli (VO).

» Grupo 4

Acupuntura.

»Grupo 5
Acupuntura + 2mg/kg Euphorbia tirucalli (VO).
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Os animais de todos os grupos foram submeti-
dos a um periodo de adaptagao de 15 dias. Apenas os
animais do Grupo 3 receberam um pré-tratamento
com acupuntura apds oito dias de adaptacdo. Poste-
riormente ao periodo de adaptagio, foi realizada a
inoculacdo das células do carcinoma de Erhlich em
todos os animais do experimento e apds 48 horas
iniciou-se os diferentes tratamentos, sendo estes,
administrados uma vez ao dia durante oito dias. No
nono dia, os camundongos foram pesados, eutana-
siados por deslocamento cervical’ e necropsiados
para avaliagdo macroscdpica e histologica dos or-
gaos (Bago, Figado e Rim) e do tumor. O tempo esti-
pulado para a realizacdo do experimento foi de acor-
do com o protocolo adotado no laboratério experi-
mental considerando o principio dos 3R's (substi-
tuigdo, reducio e refinamento dos animais) com

foco no respeito e bem-estar animal.

Procedimentos para inoculagio

do carcinoma de Ehrlich

As células viaveis do carcinoma de Ehrlich fo-
ram retiradas do tumor de animais de manuten-
¢do dos estudos que se encontravam no Biotério
do Laboratério de Farmacologia e Cancerologia
Experimental do Departamento de Antibidticos
da Universidade Federal de Pernambuco. Para o
transplante das células cancerigenas retirou-se
um fragmento de 3 mm de didmetro, do conteudo
tumoral e transplantou-se na regido axilar de to-
dos os animais, por via subcutinea, conforme a
metodologia ja descrita'® modificada obtendo-se,
assim, a implanta¢ao do tumor solido de Ehrlich
(TSE).

Técnica de acupuntura e Acupontos

A técnica de Agulhamento e os acupontos B10
(Tianzhu), VB30 (Huantiao) e F3 (Taichong) utili-
zados foram baseados na literatura!™'2, com modi-
ficagdes necessarias para a realizacao desta pesqui-
sa.As agulhas usadas foram auriculares de ago ino-
xidavel, com 0,20 a 2,0 mm de comprimento. O

comprimento da agulha foi determinado pela es-
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pécie e localizacdo do ponto. A aplicagdo da agulha
foi feita com a conten¢do do animal'”'® e introduzi-
da bilateralmente de forma suave e rdpida, com o
auxilio de uma pinga anatdmica e fixada com espa-
radrapo. O protocolo terapéutico da acupuntura foi
feito nos camundongos trés vezes, tendo como in-
tervalo um dia entre uma sessio e outra. O horario
estipulado para a realiza¢do da acupuntura foi en-
tre as 13h e 15h, para evitar interferéncias do cir-

culo circadiano''.

Analise histopatologica

O tumor e os 6rgaos pulmdes, bago, rins e figado
foram fixados com formaldeido 10% em solugao
tampao neutra e encaminhados para avaliagao his-
topatoldgica pelas técnicas rotineiras de desidrata-
¢do, diafanizacio, inclusio em parafina e coloracio
com hematoxilina-eosina. As laminas foram exami-

nadas em microscépio 6ptico.

Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados quantitativos ob-
tidos para as varidveis relacionadas com o peso rea-
lizou-se através da Andlise de Varidncia (ANOVA),
considerando as fontes de varia¢do os diferentes ti-
pos de tratamento. Seguida, quando detectada dife-
renga, pelo teste Tukey como post hoc teste. Os valo-
res foram considerados significativos quando
p<0,05. Para todas as analises foi utilizado o progra-
ma SPSS versdo 20.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relacionados ao peso dos 6rgdos, do
tumor e do histopatoldgico estdo descritos na Ta-
bela 1 e 2, respectivamente. Foi observado dife-
renga significativa (p<0,05) dos érgaos Bago, Fi-
gado e do Tumor para o Grupo G2 de 0,092 *
0,033, 1,438 + 0,412 e 0,226 + 0,183 respectiva-
mente, quando comparado ao Grupo controle ne-
gativo. A redugdo do peso do Bago pode indicar
um efeito imunossupressor da cisplatina. Agentes
antitumorais podem causar significante involu-

¢do do baco®, além de apoptose em diferentes ti-
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pos celulares como células do sistema imune'. A
cisplatina é um quimioterapico da classe dos ci-
tostaticos que pode causar uma mielossupressao
em 25% a 30% dos pacientes".

Nesta pesquisa, observou-se a presenca de hiper-
plasia da polpa branca no resultado histopatoléogico.
Este fato pode ter ocorrido pela acdo da cisplatina,
com o potencial de sensibilizar as hemadcias resul-
tando em anemia hemolitica, fazendo com que o pa-
ciente apresente uma queda na hemoglobina'®o que
poderia promover uma redugio da polpa vermelha
deixando a polpa branca mais evidente ja que o
Bago apresentou um menor peso.

Em relagdo ao Figado a redugdo do peso deste
orgao pode ser decorrente de uma hepatotoxicidade
causada pelo quimioterdpico concordando com o
resultado do histopatoldgico que identificou a pre-
senca de hepatite e proliferacdo de ducto biliar. Ob-
servou-se que os animais do Grupo G2 apresenta-
ram uma reducdo do peso corporal, no entanto inge-
riram uma maior quantidade de alimento quando
comparado ao grupo controle negativo o que pode-
ria justificar a degeneragao gordurosa observada na
avaliacdo microscopica.

Neste experimento, apesar de ndo ter tido di-
ferenca estatistica significativa em relacdo aos
tratamentos com acupuntura e/ou Euphorbia ti-
rucalli observou-se um aumento do peso do Figa-
do quando comparado ao grupo controle negati-
vo o que pode ser justificado pelo resultado do
histopatoldgico o qual verificou-se a presenca de
degeneragao gordurosa, congestdo, necrose e he-
matopoiese extramedular. Observou-se que os
animais dos Grupos G3, G4 e G5 tiveram um au-
mento de peso quando comparado ao grupo con-
trole negativo.

A presenca da necrose dos hepatdcitos nos Gru-
pos que receberam a Euphorbia tirucalli indica uma
lesdo hepética o que demonstra uma agao hepatoto-
xica da dose utilizada na pesquisa. Estudos toxicolo-
gicos do latex da Euphorbia tirucalli L. tém demons-
trado que diferentes concentragdes podem interferir
no peso dos drgaos, além de ter efeitos hepatotdxi-

cos'®" (Figura 1).
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Figura 1 - A) Figado. Agregado celular heterogéneo no intersticio (seta azul). Coloragao hematoxilina e
eosina (HE), objetiva 40x. B) Bago. Numerosos megacaridcitos no parénquima (setas azuis). Coloragao
Hematoxilina e Eosina (HE), objetiva 10x. C e D) Respectivamente, cértex e medular renal. Agregados
mononucleares intersticiais (asteriscos). HE, objetivas, respectivas 10x e 4x.

Os Rins apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) para o Grupo G4 (0,493 + 0,110) quando

comparado aos Grupos controle negativo e positivo. O

aumento do peso deste 6rgao pode estar relacionado
com a presenca da congestdo, glomerulonefrite e ne-
frite, lesdes encontradas na avaliagao histopatoldgica.
Na avaliagao microscépica do Pulmao, apesar de ne-
nhum Grupo apresentar diferenca significativa em
relagdo ao peso, observou-se a presenga de pneumo-
nia em todos os Grupos o que poderia ser justificado
pela presenca de um microorganismo oportunista,
hiperplasia de Balt nos animais que receberam a cis-
platina e congestao nos Grupos tratados com acupun-
tura e/ou Euphorbia tirucalli (Figura 2).

Em relagdo ao Bago, apesar de ndo apresentado
diferenca significativa entre os tratamentos com
acupuntura e/ou Euphorbia tirucalli houve um au-
mento do peso deste orgao dos Grupos 3,4 e 5 quan-

do comparado ao grupo controle negativo, além de
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hiperplasia da polpa branca no histopatoldgico. A
esplenomegalia pode ocorrer pelos diversos estados
de maturagdo de leucdcitos e pelo maior nimero de
megacariocitos que sofrem maturagdo no bago des-
ta espécie'™" demonstrando um efeito imunoesti-
mulante da acupuntura e Euphorbia tirucalli.

A acupuntura tem como objetivo manter as ener-
gias Yin e Yang, que sdo encontradas no corpo energé-
tico, equilibradas e consequentemente o organismo
fortalecido, ja que de acordo com a Medicina Tradi-
cional Chinesa, uma concentragao ou auséncia desta
energia compromete a satde organica do ser deixan-
do o individuo mais susceptivel a um quadro de adoe-
cimento, pode atuar na modula¢do imuno-neuro-en-
ddcrina do individuo produzindo citocinas que agem
na inflamagao, imunidade celular, imunidade humo-
ral e homeostasia do sistema imune, melhora o estado
psicomotor e a qualidade de vida, além de minimizar

os efeitos colaterais da quimioterapia'>*2-2,
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Figura2 - A) Pulméo. Numerosas dreas de agregados celulares (retangulos azuis). Al.: alvéolo, Bq.: bronquiolo,
Vn.: vénula. Coloragao hematoxilina e eosina (HE), objetiva 10x. B) Pulmao. Uma das areas evidenciadas no
retingulo da imagem A digitalmente aumentada, representando agregados de células mononucleares. Coloragao
Hematoxilina e Eosina (HE), objetiva 10x. C) Pulmao. Areas de distensdo e ruptura de parede alveolar (asteriscos).
Al.: alvéolo integro. HE, objetiva 10x. D) Pulméo. hemorragia intra-alveolar (circulos azuis). HE, objetiva 10x.

O quimioterdpico demonstrou uma inibi¢do tu-

moral, mesmo utilizando-o em um menor periodo
de tempo, ja que segundo a indicagdo da bula' de-
ve-se administrar a cisplatina uma vez a cada 3 a 4
semanas. A cisplatina apresenta elevada atividade
antitumoral, seja como agente isolado ou associa-
do a outros farmacos antitumorais, especialmente
nos tumores do testiculo, do ovario e de tumores
solidos, tais como carcinoma de cabeca, pescoco,
prostata e bexiga'.

Nesta pesquisa, apesar de nao ter sido observado
diferenca significativa, os tratamentos utilizados
com acupuntura e/ou o latex da Euphorbia tirucalli
apresentaram uma redu¢do no peso médio do tu-
mor em rela¢do ao grupo controle negativo o que
demonstra a possibilidade do uso destas terapias as-
sociado ao tratamento quimioterapico. Observou-se
que em nenhum Grupo houve a presenga de metds-

tase. A metdstase é caracterisica biologica dos tumo-
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res malignos o que influencia diretamente no trata-
mento e progndstico do cancer®.

0 eufol, componente quimico da E. tirucalli é capaz
de diminuir a expressao das ciclinas A, B1 e D1, bem
como a fosforilagio da proteina Rb a qual esta relacio-
nada a regulagdo inibitéria da expressao da quinase de-
pendente de ciclina 2 (CDK2), a0 mesmo tempo que
estimula as proteinas p21 e p27,assumidas como inibi-
dores de CDK. Estes achados cooperam para o estadia-
mento das células cancerigenas nas fases S e G2*.

O extrato da planta, direta ou indiretamente,
proporciona um aumento do efeito mielomodulaté-
rio e agdo contra evolugio tumoral demonstrado no
modelo de Tumor de Ehrlich ascitico em camun-
dongos, evidenciado pelo aumento dos niveis de
prostaglandina E2 intraperitoneal apds tratamento
com o extrato®. OQutros estudos informam que os
flavondides apresentam agdo antioxidante, promo-

vendo efeito quimioprotetor?.
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Tabela 1 - Peso das Visceras e do tumor segundo os grupos de camundongos

GRUPO Pulmio Bago Rins Figado Tumor
Gl 0,238 £ 0,056 0,268 + 0,074 ab 0,304 0,124 a 2,021 +£0,226 a 1,300 £ 0,964 a
G2 0,256 £ 0,113 0,092+ 0,033 bc 0,315£0,037 a 1,438+0,412 b 0,226 +0,183 b
G3 0,293 + 0,108 0,361+ 0,167 ab 0,404 £ 0,060 ab 2,252+0,267 a 0,540 + 0,309 ab
G4 0,360 + 0,160 0,315+ 0,101 ab 0,493 +0,110 b 2,584+0,397 a 0,689 + 0,461 ab
G5 0,202 + 0,036 0,287 £0,074 ab 0,417 £0,085 ab 2,172 +0,368 a 0,395+ 0,050 ab
p-valor! 0,248 0,006* 0,020* 0,001* 0,039*

p-valor da ANOVA; * Estatisticamente significante;Valores na mesma linha seguidos de letras mintsculas iguais nao diferem estatisticamente
(p>0,05) Teste Tukey. G1: Soro Fisioldgico (Controle Negativo); G2: Substancia Padrao - 2,5mg (Controle Positivo); G3: Pré-Tratamento + Euphorbia

tirucalli L.; G4: Acupuntura; G5: Acupuntura + Euphorbia tirucalli L.

Tabela 2 - Principais alteragdes microscdpicas observadas segundo os grupos de camundongos

Gl G2 G3 G4 G5
Pneumonia 2 1 2 2 2
Hiperplasia de Balt 1 2 A 1 A
Congestao 2 A 2 1 2
Pulmao

Edema 1 A A A A
Enfisema 2 A A A A
Metastase A A A A A

Hepatite A 1 A A A
Congestdo A A 1 A A
Degeneragao gordurosa 2 A 3 2 A

Figado  Necrose A A 1 A 1
Hematopoiese extramedular 2 A A 2 A
Proliferagdo de ducto biliar A 2 A A A
Metdstase A A A A A
Congestao 1 1 1 1 A

Rim  Glomerulite/Nefrite 2 A 1 2 A
Metdstase A A A A A
Hematopoiese extramedular 2 1 A 2 A

Baco

Hiperplasia /Hipertrofia de polpa branca 2 2 2 2 2

G1: Soro Fisioldgico (Controle Negativo); G2: Substancia Padrao - 2,5mg (Controle Positivo);G3: Pré-Tratamento + Euphorbia tirucalli L; G4:

Acupuntura; G5: Acupuntura + Euphorbia tirucalli L.

Alteragdo Ausente: A; Alteragdo leve/discreta: 1; Alteragao moderada: 2; Alterago intensa/acentuada: 3

CONCLUSAO

Conclui-se que de acordo com os resultados a cis-
platina demonstrou ser o tratamento mais eficaz
em camundongos com carcinoma de Erhlich
quanto a reduc¢do do tumor. A dose utilizada na
pesquisa do latex da Euphorbia tirucalli L. de-

Cad. Naturol. Terap. Complem - Vol. 7,N° 13 - 2018

monstrou ser hepatotdxica, no entanto os trata-
mentos com acupuntura e a planta proporciona-
ram uma resposta imunolégica. Assim, sugere-se a
associagdo da acupuntura e da Euphorbia tirucalli
L. como tratamentos coadjuvantes em pacientes

com carcinoma.
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