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"Oh! Imensa é a graca poderosa que reside nas
ervas e em suas raras qualidades, porque na
terra ndo existe nada tdo vil que nao preste a
terra algum beneficio especial ... Dentro do

termo calice de débil flor residem o veneno e o

poder medicinal..."

(Cena IIL, Ato I Romeu e Julieta - William Shakespeare, 1564-1616)
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Resumo

Neste trabalho, investigamos os efeitos antitumorais de diferentes doses dos extratos
hidroalcoolico, aquoso, butanolico e cloroformico da Acanthospermum australe utilizando o
modelo experimental de inoculagdo de células do tumor ascitico de Ehrlich. Os pardmetros
avaliados consistiram do crescimento e diferenciagdo de celulas progenitoras hematopoiéticas da
medula Ossea € do baco para a série granulocito-macrofago (CFU-GM) e da sobrevida dos

animais portadores do tumor e tratados com os diferentes extratos da A. australe.

Para realizagio dos experimentos, inoculou-se o tumor na dose de 6x10° células/animal.
Iniciou-se, 24 horas apés a inoculagdo, o tratamento com os diferentes extratos da A. australe,
que consistiu da administragdo oral (gavagem) de diferentes doses (100, 500 ou 1000mg/kg) por
3 dias consecutivos. Vinte e quatro horas apos a administragdo da ultima dose do extrato
hidroalcoolico da A. australe observamos, no animal normal, nao portador de tumor, um aumento
no numero de CFU-GM da medula ossea com as trés doses, enquanto que apos, a administragao
do extrato butanolico observamos um aumento no numero de CFU-GM na medula apenas com as
duas menores doses ou seja, 100 e 500mg/kg, em relagdo ao grupo de animais controle. Por outro
lado, a administragdo dos extratos aquoso e cloroférmico ndao produziu nenhum efeito no niimero
de CFU-GM na medula. Nenhuma alteragado foi observada com os diferentes extratos no niimero

de CFU-GM do bago, em relagdao ao controle ndo tratado.

A inoculagao do tumor nos animais produziu uma diminui¢ao no niimero de CFU-GM na
medula 6ssea e um aumento no numero de CFU-GM no bago. Os animais inoculados com celulas
tumorais e tratados com as 3 doses dos extratos da planta apresentaram uma prote¢do contra a
mielossupressao. Essa prote¢do variou de acordo com o tipo de extrato e com a dose. No caso dos

extratos hidroalcodlico e aquoso, as doses de 100 e 500mg/kg foram mais efetivas que a dose de
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1000mg/kg no quanto ao aumento da mielopoiese. Além disso, a administragio do extrato
hidroalcoolico, na dose de 500mg/kg produziu um efeito mieloestimulador significativamente
maior, quando comparados com as doses de 100 e 1000mg/kg. As 3 doses dos extratos butanélico
e cloroformico também induziram a mielopoiese. No entanto, os efeitos produzidos pelas doses
de 100 e 1000mg/kg foram significativamente inferiores que ao observado para a dose de
500mg/kg. Quanto a hematopoiese esplénica, observamos que, com as 3 doses dos diferentes
extratos, o nimero de CFU-GM reduziu significativamente em relagao aos animais portadores de

TAE, porém niveis normais nao foram atingidos.

Nos animais inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich observamos um aumento no peso
do bago, que foi revertido pelo tratamento com os diferentes extratos da planta nas doses de 100,

500 e 1000mg/kg.

O tratamento dos animais portadores do tumor com 500mg/kg dos extratos hidroalcodlico,
aquoso, butanolico e cloroformico da planta aumentou a sobrevida em 10%, 10%, 25% e 15%,
respectivamente, diante da morte de 100% dos animais do grupo nao tratado. As doses de 100 e
1000mg/kg dos quatros extratos ndo aumentaram a sobrevivéncia dos animais em rela¢do aqueles

nao tratados.

Os resultados obtidos neste trabalho, de que os extratos hidroalcoolico, aquoso, butanolico
e cloroformico da A. australe promovem protegao contra os efeitos causados pelo tumor sobre os
precursores hematopoiéticos da medula 0ssea e do bago e sdo capazes de aumentar a sobrevida
dos animais portadores do tumor, sugerem que a A. australe poderia proteger contra a
mielossupressao provocada por agentes quimioterapéuticos usados na clinica, além de aumentar a

resisténcia do hopedeiro resisténcia do hospedeiro.
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Summary

In this work we have investigated the growth and differentiation of
granulocyte/macrophage progenitor cells (CFU-GM) in the bone marrow and spleen of Ehrlich
ascites tumour-bearing mice (EAT) treated with Acanthospermum australe extracts. Male
BALB/c mice were inoculated intraperitoneally (i.p.) with 6 x 10° viable tumor cells/mouse and
100, 500 or 1000mg/kg A. australe hidroalcoholic, aqueous, butanolic and chloroformic extracts
were given orally, for 3 consecutive days. The bone marrow and spleen progenitor cells were
collected 24 hours after the treatment and the growth and differentiation of colony-forming cells

were studied by the clonal culture of hematopoietic cells in semi-solid medium.

The number of bone marrow CFU-GM in normal mice treated with the three doses of
the hidroalcoholic extract, as well as 100 and 500mg/kg doses of the butanolic extract was
significantly increased above normal levels. On the other hand, treatment of normal mice with
the three doses of the aqueous and chloroformic extracts produced no changes in the number of
CFU-GM in bone marrow, when compared to the controls. No statistical differences were
observed among the effects of the three doses 100, 500 and 1000mg/kg of the different extracts

of A. australe on the CFU-GM number in the spleen when compared with the control group.

In tumor-bearing mice, the total number of CFU-GM per femur was significantly
reduced whereas in the spleen the number of these progenitors was dramatically increased.
Treatment of these animals with the three doses of the four extracts reverted the medullar
suppression and reduced the increased extramedullar hematopoiesis induced by the tumor.
Although, the treatment with 100, 500 and 1000mg/kg of the four extracts reduced the number

of CFU-GM in the spleen, these values have not returned to normal levels.
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The administration of 100, 500 and 1000mg/kg of the hidroalcoholic and aqueous
extracts caused a recovery in the number of bone marrow CFU-GM, compared to the control
and tumor-bearing groups. In addition, statistical difference was observed among the 3
treatment schedules. In relation to the butanolic and chloroformic extracts, the 500mg/kg dose

was the most effective to recover the medullar hematopoiesis

An increase in spleen weight of the tumor-inoculated animals was observed, reverted

with the administration of 100, 500 and 1000mg/kg of the different extracts of 4. australe.

The survival rate of the animals was evaluated for 30 days after inoculation of EAT.
Whereas all the untreated tumor-bearing mice died within 20 days. Survival rates of 10%, 10%,
25% and 15%, were observed with the administration of 500mg/kg of the hidroalcoholic,
aqueous, butanolic and chloroformic extracts, respectively. Treatment of these animals with the

different extracts at the doses of 100 and 1000mg/kg produced no significant protective effects.

These results demonstrated that Acanthospermum australe extracts promote protection
against the effects caused by the tumor on the hematopoietic response in the bone marrow and

the spleen and increase survival of tumor-bearing mice at a dose of 500mg/kg of all the extracts.
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I - Introducao




Trabalhos na literatura demonstram a atividade imunoprotetora em diversos modelos
experimentais de inoculagdo tumoral induzida por substancias quimicas, tais como flavonoides,
lactonas sesquiterpénica e diterpénica, extraidas de diversas plantas medicinais, os quais atribuem
a esses compostos uma potente atividade neoplasica. (SALEH ef al., 1979; FUJI et al., 1989;
QUITERO et al., 1999; SADZUKA et al., 2000; SHIH et al., 2000; CHOI et al., 2000),

A Acanthospermum australe O. Kuntze (Loefl), conhecida popularmente como carrapicho
rasteiro, € uma planta da familia Compositae que € usada tradicionalmente no tratamento de
disfungdes renais e tumores malignos (DI STASI, ef al., 1989, REGO, 1983; LORENZI, 1991).
Estudos farmacologicos mostram uma redugdo de 40% na parasitemia em camundongos
infectados e posteriormente tratados com o extrato aquoso da Acanthospermum australe
(CARVALHO & KRETTLI, 1991; CARVALHO ef al., 1991). O extrato aquoso liofilizado dessa
planta apresentou potente atividade antioxidante (DESMARCHELIER et al., 1997).

Sesquiterpenos (HERZ & KALYANARAMAN, 1975; BOHLMANN et al, 1981,
BOHLMANN ef al., 1984: MATSUNAGA et al.,1996), diterpenos (BOHLMANN e al., 1981),
flavonoides (SHIMIZU et al, 1987, DEBENEDETTI ef al., 1987), monoterpenos e uma mistura de
alcaloides (BOHLMANN et al., 1984), foram isolados de diversas partes da 4. australe. No dleo
essencial das folhas, constatou-se a presenga de 0,13% de terpenos. Os componentes majoritarios
foram isocarofileno 13,47%, gama-humuleno 13,90%, viridifloreno 25,35%, d-cadinena 5,5%, b-
elemene 14,4%, g-cadinena 13,0% e germacrena A 10,1%. (MACHADO et al., 1994, DE MARAIS
etal., 1998).

Alguns trabalhos demonstram os efeitos da A. australe sobre o sistema imunologico.
Estudos in vitro demostraram que os diterpenos presentes na A. australe produziram elevada
estimulagdo das células T na auséncia de mitogenos (RADUNZ ef al, 1991). Ensaios

preliminares /n vitro ainda avaliaram a ag¢@o antitumoral dessa planta (GONZALEZ et al., 1992).
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Estudos experimentais indicam que a presenca de um novo componente isolado da A. australe,
cuja estrutura foi determinada como sendo um sesquiterpeno ¢ denominada de Acanthostral,
apresenta atividade antineoplasica contra a linhagem de células leucémicas L1210
(MATSUNAGA et al., 1996).

A utilizagdo de modelos experimentais de inoculagdo tumoral sdo importantes como
indicadores de atividade antitumoral de diferentes compostos. EHRLICH & APOLANT (1905)
descreveram o aparecimento de um tumor espontdneo na regido da glandula mamaria de um
camundongo fémea conhecido atualmente por tumor de Ehrlich. O tumor de Ehrlich caracteriza-
se por ndo regredir espontaneamente e ser facilmente mantido por transplantes sucessivos no
tecido subcutineo ou no peritdnio de qualquer linhagem murina, desenvolvendo-se na forma
solida ou ascitica respectivamente (SIGIURA, 1965).

Estudos acerca dos mecanismos imunologicos envolvidos no crescimento do tumor tém
explorado o papel das respostas humoral e celular durante a evolugao desse tumor. A protegdo
pode ser induzida em camundongos por imunizagdo prévia com células asciticas inativas
(DONALDSON & MITCHELL, 1959; McKEE ef al,, 1959; LITTMAN e al., 1968; SETHI &
BRANDIS, 1974). Alguns autores observaram que os mecanismos envolvidos na inibigao do
crescimento tumoral ndo estdio direcionados contra os antigenos do complexo de
histocompatibilidade principal nas células tumorais (CHEN & WATKINS, 1970), desta forma
havendo uma estreita relagdo entre a produgdo de IgM em camundongos imunizados contra o
tumor de Ehrlich e a resisténcia a subsequentes transplantes tumorais. Resultados posteriores
sugeriram que anticorpos capazes de reconhecer carboidratos na superficie das células tumorais

atuariam no processo de supressdo tumoral in vivo por um mecanismo macrofago-depentente

(SUBIZA et al., 1987, GIL et al., 1990).
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A influéncia do crescimento tumoral na proliferacdo das células pluripotentes (CFU-S) e
das células progenitoras (CFU-C) da medula Ossea tem sido sugerida por inimeras observagdes.
Esta bem estabelecido na literatura que o tumor de Ehrlich produz alteragdes severas no sistema
hematolinfopoiético do hospedeiro, sendo frequentemente associado com imunodepressio,
trombocitopenia, anemia, esplenomegalia, hematopoiese extramedular e leucocitose granulocito-
dependente (DELMONTE et al., 1966; CLERICI ef al,, 1971, LALA et al., 1977; KEEB &
LALA, 1978; PESSINA ef al*®, 1982; PARHAR & LALA, 1988; SUBIZA et al, 1989;
BALDUCCI & HARDY, 1992; RUIZ DE MORALES ef a/.,1999). O desenvolvimento do
tumor leva, também, a perturbagdes nas células progenitoras comprometidas com a série
granulocito-macrofago, os quais resultariam da elaboragdo de fatores soluveis pelas células
tumorais ou em decorréncia da interagdo entre células imunocompetentes-célula tumoral
(PELUS et al., 1979; BURGUESS & METCALF, 1980; PESSINA ef al., 1982 * KOBARI et
al., 1990; BONTA-BEN-EFRAIM, 1993). Utilizando a técnica de cultura clonal de células
precursoras mieloides em meio semi-solido, KEEB & LALA (1978) sugeriram uma
redistribuigdo das células da medula 6ssea comprometidas com o desenvolvimento de colonias de
granulcitos-macrofagos associada a esse fendmeno.

Resultados recentes, obtidos em nosso laboratoério, utilizando o tumor ascitico de Ehrlich
como modelo experimental, demostraram um efeito imunoprotetor sobre os precursores da
medula ossea de camundongos BALB/c para o composto diciclopentadienildiclorotitanio I
(VALADARES et al.,1998), para 0 MAPA (agregado de fosfolinoleato-palmitoleato de amonio e
magnésio proteico) (JUSTO ef al, 2000), para a alga Chlorella vulgaris (JUSTO et al, 2001), e
para os extratos da Caesalpinia ferrea e da Pluchea quitoc (QUEIROZ et al, 2001).

A intensidade da reagdo inflamatoria provocada pelas células tumorais € de fundamental

importancia na evolugao do crescimento tumoral. Varios estudos analisaram a relagao entre as
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células do influxo inflamatério e o crescimento tumoral. (EVANS & ALEXANDER, 1970;
RUSSEL et al, 1976; TALMADGE et al, 1981, GUERRA, 1983; NARA ef al, 1986,
MANTOVANI ef al., 1992; BARTH & MORAHAN, 1994). Esses eventos sao importantes ao se
considerar que o crescimento do tumor de Ehrlich altera padrdes de migragdo celular, além de
provocar uma reduzida reagao inflamatoria local. (FECCHIO ef al., 1990).

Diante do exposto, neste trabalho avaliamos os efeitos dos extratos hidroalcoolico,
aquoso, butandlico e cloroférmico da A. australe sobre o nimero de precursores hematopoieticos
para granulocitos e macrofagos na medula Ossea e no bago, no modelo experimental de
inoculagdo do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos. Considerando que células maduras do
sistema imunologico sdo originarias das células pluripotenciais da medula Ossea, as chamadas
formadoras de colonias (CFU-C), investigamos o crescimento e diferenciagdo dessas células in
vitro, empregando a técnica para cultura de células precursoras da medula ossea e do bago em
meio semi-solido. Para tanto, utilizamos um fator estimulador de colonias (CSF), produzido a
partir de células de bago de camundongos (meio condicionado de células do bago - SCM), que
regula o crescimento e a diferenciagdo das células precursoras hematopoiéticas. (METCALF,

1984; QUEIROZ, 1988).
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II - Objetivos




O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

estudar o efeito imunomodulador dos extratos hidroalcoolico, aquoso, butanélico e
cloroformico da Acanthospermum australe em camundongos BALB/c portadores do tumor
ascitico de Ehrlich, pela avaliagdo do numero de precursores hematopoiéticos para

granulocitos e macrofagos na medula 6ssea e no bago (CFU-GM).

avaliar a sobrevida de camundongos portadores do tumor ascitico de Ehrlich tratados com os

diferentes extratos da A. australe
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III — Material e Métodos




1- Animais

Tanto para a realizagdo dos experimentos como para a manutenc¢do das células tumorais
de Ehrlich foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, com idade entre 6 e 8

semanas, os quais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP.

2- Acanthospermum australe

As partes aéreas e raizes da espécie Acanthospermum australe O. Kuntze (Loefl)
(Compositae) foram secas ao sol e trituradas. O po resultante passou por processo de extragao por
percolagdo em uma solugdo de etanol/agua (9:1). A seguir, a mistura foi filtrada e concentrada
sob pressdo reduzida a 45°C (em rotaevaporador) originando o extrato bruto hidroalcodlico (A)
(esquema 1). Posteriormente, os extratos cloroformico (B), butandlico (C) e aquoso (D) foram
preparados pela extragdo seletiva com solventes de diferentes polaridades como descrito a seguir.
Inicialmente, obteve-se o extrato cloroformico pela adigdo do solvente cloroférmio ao extrato
bruto. A seguir, os extratos butanolico e aquoso foram preparados adicionando-se butanol a fase

aquosa residual.
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Planta seca e moida

Percolagdo com EtOH/H,0 (9:1)

Marco

Filtragdo
Extrato Hidroalcoéﬁco
(Extrato Bruto) (A)
CHCl3
Fase Aquosa Fracao
Cloroformica (B)

BuOH
Fracao Fragio
Butanélica ( C) Aquosa (D)

Esquema 1: Elaboragdo dos extratos da Acanthospermum australe O K.
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3- Obtenc¢ao do Tumor Ascitico de Ehrlich

As células tumorais, originalmente obtidas de uma linhagem do Hospital do Céancer de
Sdo Paulo, foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Szulim Zyngier do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo (ICB-USP). A
linhagem tumoral de Ehrlich ¢ mantida por passagens sucessivas intraperitoneais entre

camundongos BALB/c machos.

As células tumorais de Ehrlich crescem como células asciticas na cavidade peritoneal de
camundongos e sua manutengdo ¢ feita por passagens consecutivas. Para o desenvolvimento do
tumor ascitico de Ehrlich, camundongos foram inoculados intraperitonealmente com 0,1mL de
uma suspensdo de células tumorais contendo 6x10” células/mL, provenientes da cavidade

peritoneal de camundongos doadores (6x10° células/animal).

Apos a retirada do liquido ascitico do peritonio de camundongos doadores, o nimero € a
viabilidade das células foram determinados pelo método de exclusdo do corante azul de tripan,

em camara de Neubauer.

4- Tratamento

A administragio dos extratos hidroalcoolico, aquoso, butandlico e cloroformico da
Acanthospermum australe foi realizada por via oral, com auxilio de uma sonda, apos diluigao em
agua estéril, nas dosagens diarias de 100, 500 ou 1000 mg/kg num volume total de 0,2 mL dos
extratos, por 3 dias consecutivos. Os grupos ndo tratados com a planta receberam somente agua
estéril por via oral. Em outros 2 grupos de animais, foram administrados intraperitonealmente

0,ImL de uma suspensdo de células tumorais contendo 6x10" células/mL e 24 horas apos a




inoculagdo, foram tratados com 3 doses dos diferentes extratos da planta nas dosagens de 100,

500 ou 1000 mg/kg. Um grupo recebeu apenas as células tumorais.

5- Procedimentos Experimentais

5.1- Cuitura Clonai de Precursores Hematopoiéticos da Meduia Ossea e do Baco de

Camundongos

Para enumerar estas células clonogénicas € importante que todas as cé€lulas
pluripotenciais presentes na cultura sejam induzidas a proliferar e que as condigdes da cultura
sejam ajustadas para se evitar superposi¢do das colonias na placa de Petri e permitir a
identificagdo de cada colonia. Também, é importante que o fator estimulador de colonias (CSF)
seja utilizado em concentragdes supramaximas. Estamos utilizando como CSF o sobrenadante de
células de bago de camundongos BALB/c estimuladas com o mitogeno "pokeweed" em cultura
(SCM - meio condicionado de células esplénicas). Além disso, a escolha do soro bovino fetal
deve ser realizada cuidadosamente, devido as variagdes de atividade entre os varios lotes e

marcas de soro ( METCALF, 1984).

5.1.1- Técnica

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e limpou-se a pele com alcool
iodado. O fémur foi exposto, removeu-se a cartilagem sobre o orificio na extremidade distal e
cortou-se 0 0sso na jungdo superior. Transferiu-se a medula 6ssea com o auxilio de agulha e
seringa para um tubo de ensaio estéril contendo S mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma

Chemical Co, USA). O bago foi removido assepticamente e colocado em tubo de ensaio estéril




contendo 5 mL de meio RPMI. As células foram liberadas cuidadosamente utilizando-se um

macerador.

Contou-se o numero de células nas suspensdes em cimara hematocitométrica apos diluigdo

em solugdo de azul de tripan 0,2%.
Preparou-se o meio mais agar (Bacto-agar, Difco), o qual consiste de:
e 30% de meio DMEM (Sigma) 2x concentrado
e 20% de soro bovino fetal
e 50% de agar (0,3% conc. final).

A seguir, adicionou-se o volume apropriado de suspensdo celular, correspondendo a
1x10° células/mL e 2x10° células/mL para a avaliagio da mielopoiese medular e periférica
respectivamente, quando o meio mais agar estava a 37°C. Ressuspendeu-se e distribuiu-se a
cultura em volumes de 2 mL por placa de Petri (35mm), a qual ja continha 0,ImL do estimulo
apropriado (item 5.2). Distribuiu-se o conteudo por toda a superficie da placa de Petri e deixou-se
geleificar. Incubou-se por 7 dias a 37°C em presenga de 5% de CO; no ar. A seguir, contou-se 0
numero de colonias formadas em microscopio de dissecgdo com aumento de 40x (METCALF,

1984).

5.2- Preparacio do fator estimulador de colénias (CSF). Meio condicionado de

células esplénicas (SCM)

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos em condig¢des assépticas e passados em
peneira de ago inoxidavel estéril. Preparou-se uma suspensao contendo 2 x 10° células/mL em

meio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, USA) contendo 10% de soro fetal bovino inativado (30
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minutos a 56°C ). Adicionou-se ao meio 5 x 10 M de 2-mercaptoetanol (concentragio final) e
0,05 mL de “pokeweed mitogen” por mL de meio. Incubou-se por 7 dias a 37°C em estufa tmida

contendo 5% de CO; no ar. Centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em membrana de 0,22um

(Millipore ™)

A atividade funcional do CSF foi determinada pelo estimulo produzido sobre o
crescimento clonal de células progenitoras hematopoiéticas em meio semi-solido. A titulagdo
desse lote de SCM demonstrou ndo haver necessidade de posterior diluigdo com base nos

resultados obtidos na cultura de sete dias (Tabela 1).

Tabela i. Titulagio do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenca de

células da medula dssea de camundongos BALB/c”.

Diluigio SCM CFU-C*
Il 102 + 11
1:2 97+3
1:4 55+15
1:8 13+4
1:16 15+1
1:32 31

"Numero de células da medula éssea utilizado = 1x10/mL
* Resultados obtidos em triplicata por diluigdo

+ Desvio Padrio

5.3- Peso do bago

Apos remogio do bago (como descrito no item 5.1.1), seu peso foi mensurado em mg para

posterior analise.




6- Curva de Sobrevida

A fim de observar uma possivel protegdo dos animais tratados com os extratos
hidroalcodlico, aquoso, butanolico e cloroférmico da Acanthospermum australe realizou-se a
curva de sobrevida. Considerou-se para cada extrato dois grupos experimentais: animais
inoculados com TAE (6x10° células/animal) e animais inoculados com TAE e tratados com os
extratos hidroalcoolico, aquoso, butanolico e cloroformico nas doses de 100, 500 ou 1000mg/kg,

por 3 dias consecutivos.

7- Analises Estatisticas

Para avaliagio da variavel CFU-GM utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA).
Detectadas diferencas estatisticas entre os grupos, utilizou-se o teste de comparagdes multiplas de

Tukey-Kramer para verificar as diferengas minimas existentes entre todos 0s grupos.

Utilizou-se a Curva de Sobrevida de Kaplan-Meier e o teste de Log-Rank para analise da

probabilidade de sobrevida.

Para todos os grupos considerou-se significancia estatistica para valores de p<0,05.




IV — Resultados




1. Efeitos do tratamento com os extratos da Acanthospermum australe na mielopoiese

esplénica e medular de animais portadores do TAE.
1.1. Extrato Hidroalcoodlico

Os efeitos da administra¢do do extrato hidroalcoolico da A. australe sobre o crescimento e
a diferenciagdo dos precursores hematopoiéticos da medula ossea e do bago (CFU-GM) estdo
apresentados nas Figuras 1 a 4 e nas Tabelas 2 e 3 (apéndice). Em animais normais, o extrato
produziu, nas trés doses utilizadas, um aumento significativo (p<0,001) no nimero de colonias da
medula ossea (Fig. 1). Nenhuma das 3 doses produziu alteragdes no nimero de CFU-GM do bago

em relagdo ao grupo ndo tratado (Fig. 3).

Em animais portadores do tumor observamos uma redu¢do no niimero de CFU-GM da
medula ossea (p<0,001) e um aumento no nimero de CFU-GM do bago (p<0,001) (Fig. 2 e 4
respectivamente). O tratamento desses animais com o extrato hidroalcoolico da planta nas doses
de 100, 500 e 1000mg/kg reverteu a mielossupressdo. Efeitos mais significativos (p<0,001) sobre
o nimero de CFU-GM na medula foram observados com as 2 menores doses, ou seja, 100 e
500mg/kg. Além disso, a dose de 500mg/kg produziu um efeito mieloestimulador
significativamente maior (p<0,001) quando comparado com as doses de 100 e 1000mg/kg (Fig.
2). Com relagdo a hematopoiese esplénica observamos uma redu¢@o acentuada no numero de

CFU-GM (p<0,001) que, no entanto, ndo atingiu os niveis do grupo controle (Fig. 4).

1.2. Extrato Aquoso

Os efeitos da administragio do extrato aquoso da A. australe sobre o crescimento e

diferenciagdo dos precursores hematopoiéticos da medula Ossea e do bago (CFU-GM) estao
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apresentados nas Figuras 1 a 4 e nas Tabelas 4 e 5 (apéndice). Em animais normais, ndo
portadores do TAE, o extrato ndo produziu alteragdes no numero de precursores de
granulocitos/macrofagos na medula (Fig. 1). Nenhuma das 3 doses produziu alteragdes no

nimero de CFU-GM no bago em relagdo ao grupo de animais controle (Fig. 3).

O padrio de resposta observado com o extrato aquoso nos animais portadores do TAE foi

semelhante ao produzido pelo extrato hidroalcodlico, ou seja, o tratamento desses animais com as
trés doses do extrato aquoso produziu uma reversdo significativa (p<0,001) na mielossupressao
induzida pelo tumor. Efeitos mais significativos (p<0,001) sobre o nimero de CFU-GM na
medula foram observados com as 2 menores doses, ou seja, 100 e 500mg/kg (Fig. 2). Com
relagio a hematopoiese extramedular, observamos uma redugdo significativa (p<0,001) no

namero de CFU-GM que, no entanto, ndo atingiu os valores normais do grupo controle (Fig. 4).

1.3. Extrato Butanolico

Os efeitos da administragdo do extrato butanolico da A australe sobre o crescimento € a
diferenciagdo dos precursores hematopoiéticos da medula Ossea e do bago (CFU-GM) estao
apresentados nas Figuras 1 a 4 e nas Tabelas 6 ¢ 7 (apéndice). A administragdo do extrato
butanolico em animais normais levou a um aumento significativo no nimero de CFU-GM na
medula 6ssea (p<0,001) apenas nas doses 100 e 500mg/kg (Fig. 1). Nenhuma das 3 doses

produziu alteragdes no numero de CFU-GM no bago, em relagdo ao grupo controle (Fig. 3).

Conforme mencionado anteriormente, a presenga do tumor produziu uma redugdo
estatisticamente significativa no nimero de CFU-GM da medula (p<0,001) e um aumento no
namero de CFU-GM do bago (p<0,001) (Fig. 2 e 4 respectivamente). O tratamento com 100, 500

e 1000mg/kg do extrato butanolico produziu uma resposta hematopoiética medular e
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extramedular semelhante a4 observada com os 2 extratos anteriores. Com relagdo as diferentes
doses utilizadas, a dose de 500mg/kg produziu um efeito mais acentuado sobre a mielopoiese

(p<0,05). (Fig. 2).

O tratamento com as 3 doses do extrato produziu uma redug@o significativa no nimero de
CFU-GM no bago (p<0,001) em relagdo aos animais portadores do TAE. Essa redugdo ndo
atingiu niveis normais e os valores permaneceram significativamente aumentados (p<0,001) em

relagdo ao grupo controle (Fig. 4).

1.4. Extrato Cloroformico

Os efeitos da administragdo do extrato cloroformico da A. australe sobre o crescimento e
a diferencia¢io dos precursores hematopoiéticos da medula ossea e do bago (CFU-GM) estdo
apresentados nas Figuras 1 a 4 e nas Tabelas 8 e 9 (apéndice). Ao contrario do observado com os
extratos hidroalcodlico e butanodlico, em animais normais, o extrato cloroformico, assim como o
aquoso, nio produziu alteragdes no numero de CFU-GM da medula 6ssea (Fig. 1). Nenhuma das
3 doses provocou alteragdes no nimero de CFU-GM do bago em relagao ao grupo de animais

controle (Fig. 3).

Nos animais portadores do TAE, observamos o mesmo padrdo de resposta hematopoiética
do extrato butandlico, ou seja, o tratamento desses animais com as trés doses do extrato
cloroférmico produziu uma reversdo significativa (p<0,001) na mielosupressao induzida pelo
tumor. Efeitos mais significativos sobre o nimero de CFU-GM na medula foram observados com
a dose de 500mg/Kg (p<0,001). Com relagao a hematopoiese esplénica, observamos uma redugao
significativa (p<0,001) no namero de CFU-GM que, no entanto, ndo atingiu os valores normais

do grupo controle.
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Figura 1. Nuamero de células formadoras de colonias de granulocitos/macrofagos da medula

6ssea de camundongos BALB/c normais (C) e tratados com 3 doses consecutivas dos extratos
hidroalcodlico, aquoso, butanolico e cloroformico da A. australe (100, 500 ou 1000mg/kg). O
numero de CFU-GM foi determinado 24 horas apOs o término do tratamento. Os valores

expressam a média e o desvio padrao de 8 animais/grupo.

ANOVA-Tukey; p<0,001: * em relagdo ao C.
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Figura 2. Nuamero de células formadoras de colonias de granulocitos/macrofagos da medula
ossea de camundongos BALB/c normais (C) ou inoculados com TAE (I) (6x10° células/animal)
tratados com 3 doses consecutivas dos extratos hidroalcodlico (H), aquoso (A), butanolico (B) e
cloroférmico (Cl) da A. australe (100, 500 ou 1000mg/kg). O tratamento com os extratos da
planta iniciou-se 24 horas apos a inoculagdo do tumor. O nimero de CFU-GM foi determinado
24 horas apos o término do tratamento. Os valores expressam a média e o desvio padrao de 8
animais/grupo. ANOVA-Tukey; p< 0,001: * em relagdo ao C, + em relagdo ao I e ao C, # em
relagio ao (H) 1+100mg/kg e ao 1+1000mg/kg, @ em relagdo ao (A) 1+100mg/kg e ao (A)
[+500mg/kg; p<0,01: $ em relagdo ao (H) I +1000mg/kg; p<0,05: & em relagdo ao (B)
[+100mg/kg e ao (B) 1+1000mg/kg, ~ em relagdo ao em relagdo ao (Cl) I+100mg/kg e ao (Cl)
[+1000mg/kg.

45



E100mg/kg
50 1 B 500mglkg
45 - [ 1000mg/kg

40 -
35 4

ago x10?)

a 30 -

er

Q 25

15 -

CFU-GM (

10 -

C Hidroalcodlico Aquoso Butanélico  Cloroférmico

Figura 3. Numero de células formadoras de colonias de granulocitos/macréfagos do bago de
camundongos BALB/c normais (C) e tratados com 3 doses consecutivas dos extratos
hidroalcoolico, aquoso, butanolico e cloroformico da A. australe (100, 500 ou 1000mg/kg). O
numero de CFU-GM foi determinado 24 horas ap6s o término do tratamento. Os valores

expressam a média e o desvio padrao de 8 animais/grupo.
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Figura4.  Numero de células formadoras de colonias de granulocitos/macrofagos do bago de
camundongos BALB/c normais (C) ou inoculados com TAE (I) (6x10° células/animal) tratados
com 3 doses consecutivas dos extratos hidroalcodlico, aquoso, butanolico e cloroformico da A.
australe (100, 500 ou 1000mg/kg). O tratamento com os extratos da planta iniciou-se 24 horas
ap6s a inoculagio do tumor. O nimero de CFU-GM foi determinado 24 horas apos o término do

tratamento. Os valores expressam a média e o desvio padrio de 8 animais/grupo.

ANOVA-Tukey; p<0,001: * em relagdo ao C, + em relagdo ao I e ao C.
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2. Efeitos do tratamento com os extratos da Acanthospermum australe sobre a

sobrevida de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

A sobrevida dos animais portadores do TAE (6x10° células/animal) tratados com os
extratos hidroalcodlico, aquoso, butandlico e cloroformico da 4. australe nas doses de 100, 500 e

1000mg/kg, encontra-se nas Figuras 5 a 9 e na Tabela 10 (apéndice).

Os animais foram avaliados durante 30 dias apds a inoculagdo do tumor. A mortalidade
do grupo controle foi de 100%, sendo que as 3 primeiras mortes ocorreram no 14° dia e as
demais, gradativamente até o 20° dia apos a inoculagdo do tumor. Nessa avaliagdo, observamos
uma maior sobrevida nos animais tratados com os extratos hidroalcoolico, aquoso, butanolico e
cloroformico na dose de 500mg/kg em relagdo ao grupo ndo tratado, correspondendo a 10%,

10%, 25% e 15% respectivamente.

Com relagdo aos grupos tratados com as doses de 100 e 1000 mg/kg dos quatros extratos
da planta ndo observamos aumento significativo da sobrevida em relagdo ao grupo de animais

inoculados sem tratamento.
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Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos grupos inoculados com TAE e

TAE/tratado com 100, 500 ou 1000mg/kg por 3 dias consecutivos com extrato hidroalcoolico.

Ap6s inoculagdo com TAE (6xl(}6mUanimal), a mortalidade dos animais foi avaliada por um

periodo de 30 dias. Test - Log-rank; p<0,05 em relagdo ao TAE.

Sobrevida (%)

Figura 6.

100

hd T - T M T T 1
[s] 14 16 18 20 2 24 26 28 30
Tempo (dias)

Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos grupos inoculados com TAE e

TAF/tratado com 100, 500 ou 1000mg/kg por 3 dias consecutivos com extrato aquoso. Apos

inoculagdo com TAE (6x1 0°mL/animal), a mortalidade dos animais foi avaliada por um periodo

de 30 dias.

Test - Log-rank; p<0,05 em relagdo ao TAE.
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Figura 7. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos grupos inoculados com TAE e
TAE/tratado com 100, 500 ou 1000mg/kg por 3 dias consecutivos com extrato butanolico. Apos
inoculagdo com TAE (6x 10° mL/animal), a mortalidade dos animais foi avaliada por um periodo

de 30 dias. Test - Log-rank; p<0,05 em relagdo ao TAE.
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Figura 8. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos grupos inoculados com TAE e
TAE/tratado com 100, 500 ou 1000mg/kg por 3 dias consecutivos com extrato cloroformico.
Apos inoculagdo com TAE (6x 10° mL/animal), a mortalidade dos animais foi avaliada por um

periodo de 30 dias. Test - Log-rank; p<0,05 em relagao ao TAE.
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3. Efeitos do tratamento com os extratos da Acanthospermum australe sobre o peso € a

celularidade do baco de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

O peso e a celularidade do bago dos animais portadores do TAE (6x10° células/animal)
tratados com os extratos hidroalcodlico, aquoso, butanélico e cloroformico da A. australe nas

doses de 100, 500 e 1000mg/kg, encontra-se nas Tabelas 11 e 13, respectivamente (apéndice).

Nos grupos de animais normais tratados com as trés doses dos diferentes extratos nao
observamos nenhuma alteragio no peso e na celularidade dos bagos em relagdo ao grupo de
animais controle sem tratamento. Em animais portadores do tumor, observamos um aumento
significativo no peso (p<0,001) e na celularidade (p<0,05) do bago. Porém, o tratamento destes
animais com os diferentes extratos da planta nas doses de 100, 500 e 1000mg/kg produziu uma

reversio nestes parametros (p<0,05).
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V — Discussao




Poucos sio os estudos que demonstram as agdes da Acanthospermum australe no sistema
imunologico. Trabalhos in vitro demonstraram que diterpendides sintetizados a partir de
precursores isolados dessa planta estimulam linfocitos T na auséncia de agentes mitogénicos
(RADUNZ et al., 1991). Estudos de citotoxidade com um sesquiterpeno isolado da planta em
cultura de células leucémicas L1210 sugeriram atividade antitumoral (MATSUNAGA ef al,,
1996). No entanto, nenhum estudo in vivo foi realizado com relagdo aos efeitos dessa planta
sobre a resposta imunologica. Neste sentido, este trabalho relata resultados importantes obtidos
para os efeitos dos extratos hidroalcodlico, aquoso, butanolico e cloroformico da A. australe

sobre a resposta imunologica de animais inoculados com tumor ascitico de Ehrlich.

O sistema hematopoiético é composto basicamente por trés populagdes de células: as
pluripotenciais, constituidas de grande capacidade de auto-renovagdo e diferenciagao, as
progenitoras, comprometidas com uma determinada linhagem e as em maturagdo. As duas
ultimas podem ser consideradas como populagdes em transito, em constante multiplicagdo e
diferenciacdo e sdo originarias das células pluripotenciais. Estas por sua vez, representam uma
minoria no total das populagdes hematopoiéticas (QUEIROZ, 1988). Utilizamos, em nossas
investigagdes, a técnica de cultura clonal de precursores hematopoiéticos para granulocitos e
macrofagos para avaliar a resposta hematopoiética da medula Ossea e do bago de animais
portadores do tumor ascitico de Ehrlich e tratados com os extratos hidroalcodlico, aquoso,

butanélico e cloroformico da A. australe.

Estudos prévios realizados em nosso laboratorio demonstram que o tumor ascitico de
Ehrlich produz uma redu¢do no nimero de CFU-GM na medula 6ssea e aumento nas células
progenitoras esplénicas. (VALADARES ef al., 1998; JUSTO, et al., 2000, JUSTO, et al., 2001;

QUEIROZ, et al., 2001 "),
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Nossos resultados confirmaram esta redugao no niimero de células formadoras de coldnias
do tipo granulocito-macrofago para medula de camundongos inoculados com o TAE. Esta
mielossupressdo foi revertida com o tratamento com os extratos hidroalcodlico, aquoso,
butanodlico e cloroformico da A. australe nas doses de 100, 500 e 1000mg/kg por 3 dias
consecutivos, sendo que efeitos mais acentuados foram observados com as duas menores doses,
ou seja, 100 e 500mg/kg dos extratos hidroalcodlico e aquoso. Com relagdo aos extratos
butanolico e cloroformico, a resposta mais efetiva sobre o naimero de CFU-GM da medula 0ssea
foi observada com a dose de 500mg/kg. Ademais, a administragdo das 3 doses do extrato
hidroalcoolico e das doses de 100 e 500mg/kg do extrato butandlico aos camundongos normais
proporcionou uma estimulagio da mielopoiese, em relagdo aos animais nao tratados. Ao
contrario do observado com os dois extratos anteriores, os extratos aquoso e cloroférmico
produziram efeitos semelhantes aos do grupo controle quando administrados aos animais

normais.

A avaliagdo da hematopoiese periférica dos animais portadores do tumor demonstrou um
aumento significativo no nimero de CFU-GM quando comparado ao grupo controle. Os
animais inoculados com o TAE e tratados com as trés doses dos diferentes extratos da A.
australe por 3 dias consecutivos, apresentaram uma diminuigdo na atividade hematopoiética
esplénica, que encontrava-se aumentada pela presenga do tumor. Porém, esta redugdo no
nimero de CFU-GM no bago nao foi revertida aos niveis do normais. Nenhum efeito foi

observado no bago dos animais normais tratados com os diferentes extratos.

Estes resultados sdo coerentes com relatos da literatura que apontam para o envolvimento
de fatores soluveis, produzidos pelas células tumorais ou pela interagdo entre o hospedeiro e o
tumor transplantado, em redirecionar a atividade dos macrofagos que estdo envolvidos no

processo do crescimento tumoral. (CLERICI ef al,, 1971; RHODES, 1980; PESSINA e al,
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1982", HARDY & BALDUCCI, 1985; FECCHIO ef al, 1990; BONTA & BEN-EFRAIM,
1993; MURAI et al., 1995; SEGURA et al., 1997, ELGERT et al., 1998; RUIZ DE MORALES

et al., 1999).

Um aspecto importante da agressividade do tumor € a influéncia de fatores derivados das
células tumorais que estimulam a proliferagdo de macrofagos com atividade supressora (KEEB
& LALA, 1972: PESSINA et al., 1982": HARDY & BALDUCCI, 1985; SUBIZA e al., 1989:
BONTA & BEN-EFRAIM, 1993, YAMAMOTO ef al., 1995). Foi demonstrado que as células
tumorais de Ehrlich produzem fatores capazes de induzir a proliferagao de celulas esplénicas
com alteragdes fenotipicas e funcionais (TOMIDA et al., 1984; RUIZ DE MORALES ef al.,
1999). SUBIZA et al. (1989) caracterizaram um aumento do bago com metaplasia mieloide em
animais portadores do tumor de Ehrlich. Além disso, a presen¢a de uma aumentada populagao
de macrofagos supressores no bago de camundongos portadores do TAE ¢ associada a um
aumento da atividade hematopoiética (PARHAR & LALA, 1988, SUBIZA ef al, 1989;
SEGURA et al., 1997, 2000). Estes achados contribuem para explicar o aumento no numero de
CFU-GM no bago de animais inoculados com o TAE observado no nosso trabalho. Ademais,
observamos um aumento no peso € na celularidade do bago, o qual € consistente com relatos da
literatura (SUGIURA et al., 1988; SUBIZA et al., 1989; SEGURA et al, 1997, RUIZ DE
MORALES et al, 1999). Neste sentido, nossas observagdes quanto a capacidade dos extratos
da planta em reduzir o peso do baco e normalizar a celularidade esplénica, sdo particularmente
importantes, considerando que alteragdes desta natureza parecem ser um fendmeno universal
dos processos malignos. Assim, a redugdo do CFU-GM no bago de camundongos tratados com
os diferentes extratos da A. australe poderia ser atribuida, em parte, a uma diminui¢do na
produgao dos fatores derivados das células tumorais responsaveis pela atividade hematopoiética

neste orgao.

55



Uma variedade de mecanismos podem estar envolvidos na depressdo funcional de células
imunes em animais portadores do tumor de Ehrlich. A intensidade da reagao inflamatoria
evocada por células tumorais ¢ de fundamental importancia na evolugdo do crescimento
tumoral. Varios autores descreveram variagdes no acumulo de polimorfonucleares na cavidade
peritoneal como resultado de um estimulo inflamatério local (TALMADGE et al, 1981;
FECCHIO et al, 1990, MANTOVANI et al, 1992; BARTH & MORAHAN, 199%4;
METCALF ef al, 1996). Uma vez que a reagdo inflamatoria gera uma série de fatores de
crescimento, citocinas ¢ mecanismos potencialmente citotoxicos, sua ocorréncia no local do
desenvolvimento de tumores deve ter um papel relevante na evolugdo destes. Produtos do
metabolismo do acido araquidonico, particularmente prostaglandina E; (PGE;), também
exerceriam um papel na evolugdo do crescimento tumoral, pois PGE; regula a proliferagdo de
linfocitos e inibe a atividade tumoricida de macrofagos. Também, esta bem estabelecido que
PGE, exerce uma retroalimentagdo negativa em macrofagos e que macrofagos de animais
portadores de tumor produzem mais PGE; do que os de animais normais (PELUS ef al 1979,
GOODWIN ef al, 1980; BONTA & BEN-EFRAIM, 1993). FECCHIO et al. (1990) sugerem
que, paralelamente ao crescimento do tumor ascitico de Ehrlich ocorra um aumento na produgdo

de PGE,, a qual produziria um efeito imunossupressor por inibir as fungdes dos macrofagos.

Ressaltando o papel de mediadores inflamatorios, foi demonstrado que a PGE; favorece a
secrecdo de citocinas pelas células Th2, inibindo a produgdo das citocinas associadas a resposta
tipo inflamatoria ou tipo Thl (IL-2 e IFN-y) (BETZ & FOX, 1991; HILKENS et al., 1995). Da
mesma forma, TGF-p e IL-6 produzidos principalmente pelas células tumorais levam a uma
inibigdo da producio de IFN-y (YAMAMOTO e al., 1995; ELGERT ef al,, 1998). O papel do
IFN-y na ativagdo dos macrofagos parece estar relacionado a sua capacidade de regular a

expressdo das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal da classe IT bem como
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a produgdo de PGE, (ALLEVA et al. 1993). SEGURA ef al. (1997) demonstraram a presenca
de precursores para TGF-B nas células do TAE e no fluido ascitico proveniente de
camundongos portadores do tumor. FECCHIO et al., (1990) demostraram que a inoculagao
intraperitoneal de células do TAE ndo estimulou macrofagos locais. Além disso, um reduzido
influxo inflamatorio foi observado no sitio de inoculagdo tumoral e o numero de leucocitos
peritoneais ndo apresentou alteragdo durante sete dias. Portanto, o aumento da sobrevida dos
animais inoculados com o TAE e tratados com a dose de 500mgkg dos extratos da planta
poderia estar relacionado ao fato desta planta estimular o acimulo de granuldcitos e macrofagos
no sitio de crescimento tumoral, e a possivel ativagao funcional destas células. Os estudos de,
PESSINA er al. (1982*") sobre os efeitos dos fatores produzidos por macrofagos e células
tumorais de Ehrlich nas células precursoras granulociticas corroboram esta hipotese. Estes
autores demonstraram que o fluido ascitico provocou uma redu¢do na proliferagdo e na

diferenciagio de células pluripotenciais da medula Ossea comprometidas com a série

granulocitica (PESSINA ef al., 1982").

Com respeito a reagdo do hospedeiro contra o desenvolvimento tumoral, importancia vem
sendo atribuida as desordens nos processos de maturagdo celular comprometendo a competéncia
funcional dos macrofagos (FECCHIO et al.,1990). Portanto, € provavel que a modulagdo da
mielopoiese proporcionada pelos extratos da A. australe, atuando sinergicamente com outros
fatores, tais como citocinas especificas, poderia resultar em uma adequada ativagao de
macréfagos contra as células do tumor. Dessa forma, uma demanda aumentada por células
funcionais na carcinogénese poderia ser compensada pela estimula¢éo causada pelos extratos na
mielopoiese medular. Ademais, a dose de 500mg/kg dos diferentes extratos mostrou-se
particularmente efetiva, proporcionando acentuada modulagdo da mielopoiese e uma

percentagem cumulativa de sobrevida. Apesar dos extratos apresentarem padrSes de respostas
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semelhantes, € interessante mencionar que os extratos hidroalcoodlico e aquoso mostraram-se
mais efetivos para reverter a inibicdo medular causada pelo tumor. Por outro lado, os extratos
butanolico e cloroformico foram mais eficientes em aumentar a sobrevida dos animais

inoculados com o TAE.

Diante do exposto podemos, sugerir que a protegido observada com os diferentes extratos
da Acanthospermum australe se deve, pelo menos em parte, a modulagdo das atividades

hematopoiéticas medular e extramedular alteradas pela presenga do tumor.
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VI — Conclusoes
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O presente trabalho sobre precursores hematopoiéticos da medula 6ssea e do bago em
animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich e tratados com os extratos hidroalcoolico,

aquoso, butanolico e cloroférmico da Acanthospermum australe nos permite concluir que:

a atividade adjuvante dos extratos aumenta o nimero de CFU-GM da medula 6ssea além dos
niveis basais e reduz a estimulagdo da hematopoiese esplénica. Além disso, o tratamento com
os extratos desta planta contribuiu para aumentar a sobrevida dos animais portadores de

tumor.

a dose mais efetiva foi a de 500mg/kg.
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VIII — Apéndice




Tabela 2. Numero de células formadoras de colonias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) da
medula Ossea de camundongos BALB/c nao tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do
TAE e tratados com 3 doses consecutivas do extrato hidroalcoolico da A. australe. Sacrificados 24

horas ap0és o ultimo tratamento (n=8 por grupo).

---------------------------------------------------------------------- R s

Animais Controle  Tratado  TAE ___ Inoculado+Tratado
_100mg/kg  500mg/kg  1000mg/kg 100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
1 13900 23135 19930 20470 8025 20950 27220 16890
2 10550 21005 18550 15375 8200 20110 31400 18150
3 12045 18015 19970 19750 4970 24030 24810 16975
4 10500 18000 20175 16840 6750 19710 24750 19320
5 13200 19150 22010 15780 4955 19910 25120 14310
6 12580 16470 23710 18025 8075 22530 23215 19785
7 12500 20115 25430 14410 6250 19005 27310 13420
8 11985 18000 19020 20700 4573 18990 28200 16600
X 12157 19236 2109917668 6474 20654 26503 16931
D.P 1182 2114 2411 2438 1524 1782 2582 2224

Tabela 3. Namero de células formadoras de colonias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) do bago
de camundongos BALB/c ndo tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do TAE e tratados
com 3 doses consecutivas do extrato hidroalcoolico da A. australe. Sacrificados 24 horas ap6s o ultimo

tratamento (n=8 por grupo).

"Animais Controle  Tratado TAE __Inoculado + Tratado

100mg/kg  500mg/kg 1000mg/kg 100mg/kg S500mg/kg 1000mg/kg

1 1916 2992 1740 1905 16658 2784 4200 3440
2 2062 2610 2890 2515 16510 3200 4080 4100
3 2082 2872 2040 1450 18542 2400 3900 3360
4 1994 2494 2880 1725 17685 2880 3980 3210
5 1900 2040 2270 1985 16998 2790 4280 3442
6 2005 2430 2261 1685 17274 2935 3411 3200
7 1925 2356 2348 1895 17025 3012 3695 3149
8 2245 1992 2090 1725 18075 3476 3800 3821
S S g S R s
D.P. 114 359 398 312 704 316 283 333
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Tabela 4. Numero de células formadoras de colonias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de camundongos BALB/c ndo tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do
TAE e tratados com 3 doses consecutivas do extrato aquoso da A. australe. Sacrificados 24 horas apos

o ultimo tratamento (n=8 por grupo).

Animais Controle - Tratado - TAE  Inoculado +’ Eatado

100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg

1 13900 15985 13000 10240 8025 24640 20900 16995
2 10550 16325 13530 13450 8200 23420 24680 18600
3 12045 13360 15920 16055 4970 23700 27640 17320
4 10500 14350 15750 16270 6750 19735 23780 21760
5 13200 13680 17320 15580 4955 19875 23145 15325
6 12580 14505 15920 12580 8075 20150 22680 14780
7 12500 16950 14705 10540 6250 25470 22470 19785
3 11985 18200 17920 10100 4573 25990 28500 14900

T e o SR e
pDP. 1182 1709 1704 2647 1524 2586 2619 2499

Tabela 5. Numero de células formadoras de coldnias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) do
bago de camundongos BALB/c nao tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do TAE e
tratados com 3 doses consecutivas do extrato aquoso da A. australe. Sacrificados 24 horas apos o

ultimo tratamento (n=8 por grupo).

Mx“i.'.f-“ajs Controle - T"“tad“ . TAE Inoculado + Tratado
_ 100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg

1 i9i6 2822 2550 2768 16658 5226 4575 5885
2 2062 2550 2281 2323 16510 5100 5250 5160
3 2082 1782 2150 2435 18542 4250 4480 4075
4 1994 2740 2080 2889 17685 5310 5294 4021
5 1900 1958 2485 2832 16998 4275 5601 5385
6 2005 2880 2150 2500 17274 4165 5625 5755
7 1925 3300 2792 2147 17025 4225 5950 3987
8 2245 2772 2325 2520 18075 4545 2299 4970
sy e - . B .
D.P. 114 507 242 259 704 492 522 783
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Tabela 6. Numero de células formadoras de colonias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de camundongos BALB/c ndo tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do
TAE e tratados com 3 doses consecutivas do extrato butandlico da A. australe. Sacrificados 24 horas

ap0s o ultimo tratamento (n=8 por grupo).

AN e pEEn s - AR A N P s

Animais Controle Tratado ~ TAE [noculado+Tratad0 o

_100mg/kg  500mg/kg 1000me/kg 100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
1 13900 15760 20535 15475 8025 18365 18900 12555
2 10550 18025 20125 14675 8200 19875 15750 15180
3 12045 15885 22980 13640 4970 14650 19785 15470
4 10500 18440 18350 14280 6750 14875 19480 14670
5 13200 15920 18995 14975 4955 16340 17835 17075
6 12580 17580 17025 15870 8075 15875 22450 19540
7 12500 15690 18475 12125 6250 15250 21210 18968
8 11985 17850 17955 15535 4573 15385 20780 14450

ST e i S St T S
p.p. 1182 1180 1867 1227 1524 1848 2088 2375

Tabela 7. Numero de células formadoras de coldnias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) do
bago de camundongos BALB/c ndo tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do TAE e
tratados com 3 doses consecutivas do extrato butandlico da A. australe. Sacrificados 24 horas ap0s o

ultimo tratamento (n=8 por grupo).

‘Animais Controle . Tratado TAE Inoculado + Tratado
100mg/ke  500mg/ke 1000me/kg 100mg/kg S00mg/ky _1000me/kg

1 1916 2151 3018 3741 16658 4635 4595 4920

2 2062 1940 3201 3014 16510 3942 4320 5199

3 2082 2389 3547 3634 18542 4360 1957 4911

4 1994 1887 2629 2510 17683 4708 4358 5336

5 1900 2151 1234 2565 16998 1685 5114 4320

6 2005 2237 2730 2440 17274 4354 4971 4075

7 1925 1844 2560 2270 17025 3787 3975 5810

8 2245 1687 2520 2520 18075 3770 4519 6262
_________ R S

D.P 114 233 683 570 704 396 381 721
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Tabela 8. Numero de células formadoras de colonias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) da
medula ossea de camundongos BALB/c ndo tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do
TAE e tratados com 3 doses consecutivas do extrato cloroformico da A. australe. Sacrificados 24 horas

ap0s o ultimo tratamento (n=8 por grupo).

Animais Controle Tratado TAE _}_gq_culado i+ Tratado
100mg! kg S500mg/kg 1000mg/kg 1 100mg/kg Sﬂﬂmglkg lOOOmgl kg
1 13900 12500 13600 13450 8025 19600 24460 16425
2 10350 14760 15755 15550 8200 19785 19675 19860
3 12045 14480 15035 14665 4970 18810 19745 16875
4 10500 13750 12365 12475 6750 15680 24485 19740
5 13200 13480 13770 15830 4955 20110 23585 18250
6 12580 10270 13900 14750 8075 19750 21880 18735
7 12500 14560 14820 13150 6250 16800 20770 16350
8 11985 14880 10735 16990 4573 20820 18750 18860
g s SR A T e e
D.P. 1182 1559 1597 1516 1524 1770 2281 1422

Tabela 9. Nuamero de células formadoras de coldnias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) do
bago de camundongos BALB/c ndo tratados (controle) ou inoculados com 6 x 10° células do TAE e
tratados com 3 doses consecutivas do extrato cloroférmico da A. australe. Sacrificados 24 horas apos o

altimo tratamento (n=8 por grupo).

. Annmals%f';r;t;(-;l: - "f':;tado TAE ) lnoculado + Tratado
_100mgkg S00mg/kg 1000mghkg 100mg/kg  500mg/kg 1000mg/kg_
1 1916 1620 2592 2184 16658 3471 3770 4264
2 2062 1984 2637 2457 16510 3564 4060 4232
3 2082 1575 3240 1143 18542 2973 3875 4608
4 1994 3037 1800 2789 17685 5086 3981 4308
5 1900 2830 1857 2790 16998 2841 3575 3780
6 2005 1513 1650 2205 17274 4804 3844 3820
7 1925 1963 2270 1870 17025 3511 4680 3950
8 2245 1904 1748 1584 18075 2620 4510 3870
.......... = B e T S R EEEA - m—T e
D.P. 114 575 561 576 704 895 375 293
e i . e

D.P = Desvio Padrio
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Tabela 10.  Avaliagdo de sobrevida de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich (6x10°
células/animal) e tratados com 100, 500 ou 1000mg/kg por 3 dias consecutivos com os extratos

hidroalcodlico, aquoso, butandlico e cloroformico da A. australe e de animais controle (sem

tratamento).
Animais inoculados com o TAE
Hidroalcoolico Aquoso Butanolico Cloroformico

Dias |Crtl* # \% A # v A # \% A # % A
14°dia | 3% 21 6t
15°dia | 2t 2t 4% 3t 3t 4+ 4% 3t 2t
16°dia | 37 2% 3t 2F 2% 4t 67 1 2t
17°dia | 47 4% 3 2% 37 5t 3t
18° dia 3t 3t 2% 1+ 41 4% 3t
19°dia | 3f 5t 47 3t 3t 3t 4% 4%
20°dia | ST 51 3t 5t 4% 4 2% 4 3 2% 23
21°dia 2t 51 4t 2% 4% 3t 3F
22° dia 2¥ 27 4% 31 4% 1T 3t
23° dia 3t 47 1t 11 1t 45 2t
24° dia 31 2% 27 2%
25° dia 1t 1+ 3t 2t 1t
26° dia
27° dia
28" dia
29° dia
30° dia

§:* 00 00 02 00 00 02 00 00 05 00 00 03 00

** Sobreviventes
* Animais inoculados com o TAE
# Animais com TAE +100mg/kg dos extratos
V Animais com TAE +500mg/kg dos extratos
A Animais com TAE +1000mg/kg dos extratos
+ Morte de animais

Controle n =20

Tratados n = 20

UNICAMP

St en

JIBLIOTECA CENTRA
SECAO CIRCliLaNT
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Tabela 11.  Peso do bago (mg) de camundongos BALB/c néo tratados (controle) ou inoculados com
6 x 10° células do TAE e tratados com 3 doses consecutivas dos diferentes extratos da A. australe.

Sacrificados 24 horas apos o ultimo tratamento (n=8 por grupo).

.é;ntrole Tratado TAE !noculado + Tratado

100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 100mg/kg  S00mg/kg  1000mg/kg

1 1674225 1864304 199+292 188+30.6 249+24% 208425, 7# 218428 # 216+17.6 #
2 167+225 1594307 149+33 158+28.6 249+24* 1994256 # 203+293# 1844278 #
3 1674225 1914275 183+29 183429 249+24*%  215+13.7# 2164292# 211+238#
4167425 192:188 1994281 2164192 249024  210925# 21412154 20042664

AN .- AR

l - Extrato hldl'OdlCOOllCO 3 - Extrato butanélico
2 - Extrato aquoso 4 - Extrato cloroformico

ANOVA-Turkey; * p< 0,001 em relagdo ao grupo controle; # p< 0,05 em relagao ao TAE
Tabela 12.  Celularidade (x10° cel/mL) da medula 0ssea de camundongos BALB/c nao tratados
(controle) ou inoculados com 6 x 1 0° células do TAE e tratados com 3 doses consecutivas dos

diferentes extratos da A. australe. Sacrificados 24 horas apos o ultimo tratamento (n=8 por grupo).

"""""""" Controle  Tratado  TAE ___ InoculadotTratado
100mg/kg 500mg/kg 1000mgjkg lwmglkg SOOmglkg 1000mg}kg
1 2248 26+10 2247 29+10 24+8 23+4 1943 24+4
2 2248 28+8 28+5 19+4 24+8 19+6 19+5 17+7
3 2248 21+4 24+5 21+4 2448 17+5 29+4 17+4
4 248 243 245 2847 2418 20%3 2633 2242
]—Ex!rato ludroalcoohco 3- Exlmlo butanohco
2 - Extrato aquoso 4 - Extrato cloroférmico

Tabela 13.  Celularidade (2x10° cel/mL) do bago de camundongos BALB/c ndo tratados (controle)
ou inoculados com 6 x 10° células do TAE e tratados com 3 doses consecutivas dos diferentes extratos

da A. australe. Sacrificados 24 horas ap6s o ltimo tratamento (n=8 por grupo).

AR ARARAS R AR SR N

| Controle Tratadb ' TAE lnoculado +Tratado
100mglkg SBOmg}kg 1000mg/kg 100mg1kg S00mg/kg 1 mmglkg

1 149 +22 151430 154420 163+23 108+25% 151+254 155+164# 1544254
2 149422 160430 153430 168+30 198+25* 1534234 174+174 164+21#
3 149422 161+19 154+22 158421 198+25*% 166+21# 150+24# 168+23#
4 149122 161428 160+20 163+26 198+25% 171 +284 159+23# ]54j30'#

l - Extrato hldroalcoollco 3 - Extrato butanolico
2 - Extrato aquoso 4 - Extrato cloroformico

ANOVA-Turkey; * p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; # p< 0,05 em relagao ao TAE.
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