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RESUMO




Neste trabalho, investigamos o efeito do exirato liofilizado da Euphorbia
tirucalli L. {EET), sobre o crescimento ¢ diferenciaciio de precursores hematopoéticos para
granulocitos e macrdfagos (CFU-GM) da medula Ossea € do bago, assim como mna
sobrevida dos animais, utilizando-nos de um modelo de inoculagiio fumoral de células de
tumor ascitico de Ehrlich {TAE).

Para a realizacio dos experimentos, inoculou-se o0 tumor na dose de 6x10°
células/animal, tendo sido iniciado o tratamenio 24 horas apds a inoculagio. O iratamento
com o EET, consistiu na administragio oral {gavagem) de diferenies doses (125, 250 ou
500 mg/Kg) durante 5 dias consecutivos, tendo sido realizada a técnica de cultura clonal
para avaliagio do nimero de precursores hematopoéticos (CFU-GM), 24 horas ap0s a
iiltima dose.

A inoculagio do TAE produziu nos animais uma redugio no nfimero de
CFU-GM pa medula Ossea e um aumento desse nimero no bago. Na avaliagio dos
resultados, observamos que os animais inoculados com TAE e tratados com as 5 doses de
EET apresentaram uma protegdo contra mielossupressiio induzida pelo TAE, tendo sido
significativos os vaiores obtidos para as trés doses avaliadas. Quanto a hematopoese
espi€nica, observou-se uma redugfo significativa no niimero de CFU-GM, para as trés
doses avaliadas, quando comparados aos animais somente inoculados com o TAE. Para os
grupos de animais normais, tratados com as 3 doses do EET, nio foram observadas
alieragbes no mamero de percursores hemaiopogticos para CFU-GM, tanto para a2 medula
0ssea como para o bago.

Em relagio ao estudo da sobrevida, ficou demonstrado um aumento

significativo dose - dependente no nimero de dias gue os animais inoculados com TAE ¢




tratados com as diferentes doses do EET sobrevivem, quando comparado ao grupo
somente inoculado com TAE.

Frente aos resultados obtidos neste estudo, podemos sugerir que o EET, nas
trés doses estudadas, promove uma protegio dose dependente conira a mielossupressdo

desencadeada pelo desenvolvimento tumoral.
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Substancias bioativas de origem natural vém despertando interesse da comunidade
cientifica. Aliados ao desenvolvimenio tecnoidgico .atual, . meéiodos cada vez mais.
especificos e precisos permitern a avaliagio dos efeifos farmacoldgicos de plantas
conhecidas popularmenie como medicinais, as quais tém seu uso consagrado pela
medicina popular, assim como permitem o isolamenio de componentes Htoquimicos com
atividade terapéutica.

Ao longo dos tempos, um grande niimero de plantas tem desempenhado importante
papel terapéutico no iratamento das doengas que atingem o homem como por exemplo, 0s
digitalicos. Mutias das drogas utilizadas peia medicina coniemporénea foram originaimente
identificadas como subsifncias bioativas encontradas em piantas especificas. Mesmo no
tratamento do cincer a utilizagdo de fitoterapicos tem sido explorada e agenies anitiumorais
clinicamente utilizados em nossos dias, tais como Paclifaxel Viocristing, e mais
recentemente Taxotere, Vinorelbine e Topotecano (PEZZUTO, 1997), primeiramenie
isolados a parfir de pianias, demonsiram a imporiincia da pesquisa cientifica na
identificacBo da atividade farmacolégica de plantas e/ou seus exiraios, para novas

descobertas em areas como oncologia, imunoierapia, enire ouiras.

A famiiia Euphorbiaceae tem sido ampiamente estudada devido 2 componentes
bioativos- isolados e idemiificados. como. phorbol ésier e seus diferpenos similares
(KAZANIETZ ¢f al, 2000). Algumas das especies dessa familia 18m sido objeto de
investigacOes quimicas ¢ farmacologicas, devido 3as propriedades irritanfes e

cocarcinogénicas de seu latex -(MARCO, . CERVERA, YUSTE, 1997). Porém, €

intergssante observar que outros trabalhos na Hieratura, como os citados a seguir, #€m

demonsirando as atividades antitumoral ou _antileticémica de diversas espécies da familia




Euphorbiaceae, em testes realizados in. vifre e in vivo, com os componenies bioativos
isolados.

Assim sendo, os estudos realizados sobre as atividades antitumoral e antileucémica
das Euphorbiacese nos mositam que os iriterpenos isolados da E. puicherrina,
identificados como 9,19-cycloari-25-ene-3p, 25 diol e 9,19 cycloart-25-ene-3p, 24 diol,
tém demonstrado atividade citotoxica em células do tumor ascitico de Ehrlich inviro
(KIELLAND ef al., 1996). O latex da E. poisomii, que ¢ exiremamente irritante para a
pele humana e pode causar conjuniivite guando em coniato com os olhos, foi fracionado e
a toxicidade dessas fragdes avaliada em seis fipos de tumores humanos sélidos.
Excetuando-se a fracio ftigliane, as ouiras demonsiraram citotoxicidade seietiva frenie a
estes tumores (FATOPE ef al, 1996).

Em ouiro trabalho na literatura, foi avaiiado o efeito de dois diterpenos da plania
Croton cajucara (Euphorbiaceae) na sobrevida de camundongos portadores de sarcoma
180 e de fumor ascitico de Ebrlich. tendo sido defeciada uma significante atividade. para

TNF alpha nos animais porfadores de tumor ascitico de Ehrlich (GRYMBERG ¢t al.,1999).

Também foi relatada atividade antitumoral do extrato da £ laffnris L. conira 0~

sarcoma 180 ascitico em camundongos, atribuindo-se essa atividade ao principio ativo
ingenol-3-hexadecanoato, juntamente com o diterpeno inativo ingenoi-20-hexadecanoato
(ITOKAWA et al., 1989).

Estudos realizados eom o -extrato fracionade da /. kansui demonstraram - efeitos
estimulatorios de ingenois na expressio dos receptores Fc de macréfagos, cuja regulagio
depende-da sintese de RNA, envolvendo a translocagio e ativagio da proteina quinase C

. (MATSUMOTO, CYONG, YAMADA, 1952).
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Principios antilencémicos foram isolades do extratio da E._esula l. (diterpenoide
diester, ingenol 3, 20-dibenzoato) e Crofon tiglum L. {phorbol 12-tigiate 13-decancato),
Euphorbiaceae, ¢ mosiraram atividade conira a leucemia lnfocitica P-388 em
camundongos (KUPCHAN er al., 1976). Temos ainda em ouiros estudos, onde compostos
bioativos coro phorbol éster, ingenol éster e derivados de daphnanes, isolados de. plantas
da referida familia, t#ém também demonstrado atividade antileucémica Os lathyranes
macrociclicos 18m sido relatados como citotoxicos contra células tumorais em cultura in
vifro (FATOPE ef al., 1996).

Além destes principios ativos citados, foram isolados do latex da Euphorbia nivulia,
dots- diterpenos do ingol, gue juntamenie com os friterpenos cycloari-25-en3f-ol e
cyclopivulinol, apresentaram uma atividade inibitoria para prostaglandina E, (PG Ey)
(RAVIKANTH ef @i, 2001).

A Euphorbia tirucalli L. (figura 1), nosso objeto de esiudo, ¢ um arbusto
pertencenie-3- famiba das Euphorbiaceae, . conhecida popularmente como aveloz on
também como 4rvore do lapis (pencil tree), devido aos seus ramos cilindricos. Originaria
da Africa, foi posteriormente introduzida em outros paises fropicais, como uma espécie
abundante.

Atualmente, a Euphorbia tirucalli L. tem sido utilizada peia medicina popular no
tratarmento de tumores cancerosos € pré-cancerosos. A posologia indicada nestes casos é
bastante empirica, recomendando-se o uso do latex, leitoso e custico, e de efeito irritante
em contato com a pele e olhos (FRANCO, 1998). Porém, aiém do uso caseiro desse latex,
encontramos em algumas farmécias fitoterdpicas a tiniura de aveloz, a qual vem sendo

indicada como fratamento para casos de cincer.
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Além da Euphorbia tirucalli L., outras espécies brasileiras como E andmala, E.
gymnoclada, E. insulana, que também s3o chamadas de aveloz, sdo popularmente
conhecidas como anticancerigenas, sendo empregadas no tratamento de cancroides,
epiteliomas, sarcomas, tumores e verrugas, além de serem também utilizadas como um
remédio popular em outros paises como india, Indonésia, Malabar e Malasia. Na India, o
latex vesicante € usado para combater asma, tosse, dor de ouvido, neuraigia, reumatismo,
além de cincer. Ouiras aplicagOes farmacologicas também sfo citadas, como por exemplo,
um efeitc purgativo {com pequenas doses do iatex), um efeito irritante e emético {com
altas doses do latex), ou -ainda uitlizado em casos de impoténcia sexual e sifilis (DUKE,
1988).

Segundo DUKE, (1988}, o latex comiém 53,8 4 79,9% de agua ¢ subsidncias
solfiveis e 2,8 a 5,8% de borracha. O latex fresco contém o alcool triterpendico isoeuphoral
(C3oHs00), idéntico ao euphol da E. resinifera, sendo que taraxasterol {Csglso0.CHsoH) e
tirucallol {CseHs00) também foram isolados. Quanio ao latex seco, a resina talvez seja o
seu principal constituinte (75,8 4 82,1%).

QOutros constituintes isolados e identificados como ingenane e tigliane, do grupe
dos ésteres diterpénicos, sfo derivados de acidos alifaticos insaturados, acido acéiico £ dos
alcoois diterpénicos polifuncionais 4-deoxyphorbol, phorboi e ingenol, sendo os principais
constituintes os isOmeros 12, 13-acetato, acylato de phorbol, bem como o 3-acylato do
ingenol. O 12,20-didesoxiphorbol também esid presemte no latex da £ firucalli (BRITO,
1681; FURSTEMBERGER & HECKER, 1977, 19 85 ¢ 1986).

BRITO, (1981), isolou prncipios ativos da Fuphorbia tirucalli e detecton, em -
testes realizados, um aniagonmismo para prostaglandina E, {(PGE,), pa fraglo identificada

como acido elagico.
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Apesar de seu uso na medicina popular como anfifumoral, estudos na literatura
sugerem uma reducdo da imunidade celuiar especifica para o virus Epstein-Barr, em
presenca da FEuphorbia tirucalli L. (IMAl ei al., 1994) .

Diante do exposto e dos achados confiifantes da literatura, na qual alguns trabathos
apontam para v efeito pro-carcinogénico de espécies da familia Euphorbiaceae, enquanio
outros para uma afividade antitumoral, e somando-se a isso 0 uso pela medicina popular da
Euphorbia tfirucalli como anticarcinogénico, tornam-se fundamentais novos irabalhos gue
explorem essas propriedades . Dessa forma, neste irabalho, com o intuito de contribuir para
a elucidacdo da atividade antitumoral dessa espécie, utilizando um modelo de inoculagio
fumorai, avaliamos os efeitos protetores da Fuphorbia tirucalli em camundongos
portadores do fumor ascitico de Ehrlich {TAE).

Estudos recentes realizados em nosso laboraiério’ demonstraram que O umor
ascitico de Ehrlich, compromete o sisiema hematopogtico do hospedeiro, induzindo uma
mielossupressio drastica, manifesiada através de uma redugdo no niimero de precursores
hematopoéticos, para granulocitos e macrofagos (CFU-GM), da medula dssea (JUSTO,
DURAN, QUEIROZ, 2000; JUSTO, SILVA, QUEIROZ, 2001; MIRANDOLA, JUSTO,
QUEIROZ, 2002; QUEIROZ ef ai., 2001a; QUEIROGZ ef al., 2001b;, VALADARES ef
al., 1998; VALADARES & QUEIROZ, 2002). A utilizacio de modeios experimeniais de
inoculacdio tumoral ¢ imporianie para avaliar a atividade antitumoral, pois varios estudos
realizados em nosso laboraidrio com os composios diciciopentadienildiciorotiténio I,

MAPA (agregado de fosfolinoleato-palmitoleato de amoOnic e magnésio protéico), extrato

! nosso laboratdrio - refere-se ao laboratorio de Cultura de Células do Hemocentro da Universidade Estadual
de Campinas, que de agora em diante neste trabatho, assim serd referido.
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de Caesalpinia ferrea, extrato de Acanthospermum ausirale enire outros, em camundongos
BALB-C, demonstraram um efeito imunoproteior nos precursores hematoposticos da
medula Gssea,

G tumor de Ehrdich € um adepocarcinoma de mama, de origem esponifnea,
encontrado em camundongos, iendo sido descrito pela primeira vez por EHRLICH &
APOLANT, (1505} Esse tumor caracteriza-se por seu crescimento bastante rapido ¢ por
nfio regredir espontaneamente, sendo maniido faciimente por transplantes sucessivos, com
uma percentagem de  100% de crescimento, tanto no tecido subcutineo (crescimento na
forma solida} come -no -peritOneo-{erescimenio -na forma ascitica), -de-diferenies Hphagens
murina {SIGIURA, 1965).

A influéncia do crescimento tumoral na proliferaciio ¢ diferenciacio das células
pluripotentes (CFU-S) ¢ progenttoras (CFU-C) da meduia 0ssea ou bago tem sido sugerida
por infimeras observagoes. Estudos demonstraram que o tumor de Ehrlich produz alteracbes
severas no sistema hematolinfopoético do hospedeiro, sendo fregiientemente associado 2
imunodepressio, frombocttopenia, anemia, deplegio do timo, esplenomegalia e leucocitose
granulocito-dependente (DELMONTE, LIEBELT, LIEBELT, 1966; CLERICI ef al., 1971;
LALAetal, 1977, KEEB & LALA, 1978, WHITNEY, KELLY, LEVY, 1978; PESSINA
et al, 1982a; PESSINA ef al, 1982b; PARHAR & LALA, 1988; LALA et al., 1990;
BALDUCCI & HARDY, 1992; RUIZ DE MORALES, VELEZ, SUBIZA, 1999). Essas
alteragBes hematologicas se dfio devido 3 produgdo de fatores soliveis pelas células
turnorais, interagindo COm ©OS Imecanismos homeostaticos dz medula ossea do

hospedeiro. PESSINA ef al., (1982a) demonstraram, através de estudos in vifro, que
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células normais da medula Ossea, tratadas com fluido ascitico de Ehrich acelular,
apresentaram uma severa reducio no nimero de progenitores {CFU-C) comprometidos com
a série granuldcito-macrofago e de células pluripotentes. Ouiros auiores t8m sugerido que
faiores hmﬁorais produzidos peias c€lulas do TAE, ou pela interagio mimor-hospedeiro,
afetam a atividade normal dos macrofagos, provocando alieracSes na resposta imunologica
do hospedeiro. Enire esses fatores, podem ser ciiados as prosiaglandinas da série E;
(PGE:), os fatores de crescimento fumoral (TGF-B), fatores de crescimenio endotelial
vascular {VEGF), faiores estimuladores de crescimenio para gramulocitos € macrofagos
(GM-CSF) e a presenca de células supressoras naturais (PELUS ef al.,, 1979; SMITH &
LEVINSON, 1979; PARHAR & LALA, 1988; FECCHIO efal.,, 1990a; VINUELA et al.,
1991; SEGURA, BARBERO, MARQUEZ, 1997; ELGERT, ALLEVA, MULLINS, 1998;
LUO et al., 1998; SEGURA, BARBERC, MARQUEZ, 2000).

Nesse sentido, temos gue a intensidade da reagio inflamatoria provocada pela
implantagico do tumor, mediada principaimente por macrofagos, ¢ de fundamental
importincia na evolugio do crescimento fumoral, sendo responsavel por alteragdes no
padrio de migragfo celular ¢ de exsudacfo, além da estimulac@io/ativagio de macrofagos
inflamatorios. Mediante tais informac@es, temos que o desenvolvimento tumoral  utiliza-
se de mecanismos proprios que inibem 2 resposta inflamatoria do hospedeiro, favorecendo
a implantagio do fumor (BONTA & BEM-EFRAIM, 1993; FECCHIO ef al., 1950a;
MANTOVANI ¢f al., 1992; ELGERT, ALLEVA, MULLINS, 1998).

Diante do exposio, ¢ sabendo-se gue a resposta bematopoética ¢ fundamental para a

manutencio da homeostase do organismo, e ainda que as cflulas progenitoras




bematopoéticas estdo organizadas hierarquicamente, de acordo com sua capacidade de
auto-renovagdo € seu comprometimenio com uma linhagem especifica (METCALF, 1984;
QUEIROZ, 1988}, avaliou-se neste trabatho um possivel efeito do exirato liofilizado da
Euphorbia tirucalli L (EET) sobre o nimero de precursores hematopogéticos da medula
ossea e bago (CFU-GM), assim como na produgio de fatores estimnladores de coibnias de
células hematopoéficas, na celularidade da medula Ossea, além dos efeitos do EET sobre o
peso de orgfos linfoides como o bago. Em paralelo, avaliamos a sobrevida de animais
inoculados com o fumor ascitico de Ehrlich e tratados com exirato liofilizado da Euphorbia

tirucalli.
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Figura 1. Aspecto morfologico da Euphorbia firucalli.




2. OBJETIVOS
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Foram objetivos desse trabalho, diante da imporiincia da modulagio hematopoética
do hospedeiro na resposta antibumoral, utilizando um modelo de inocuiagfio tumoral com
céhulas do tumor ascitico de Ehrlich, avaliar:

- os efeitos do extrato liofilizado da Euphorbia firucalli sobre a hemaiopoese medular e
extramedular, em animais portadores de tumor;

- A celularidade da medula e o estudo da sobrevida destes animais.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. ANIMAIS:

Para a realizagio dos experimenios foram ufilizados camundongos BALB/C
machos, com idade entre 7 e 11 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP.
Apés obtengdo, os animais foram divididos em gmpos (6 animais por grupo) e submetidos
ao tratamento, de acordo com o protocolo experimental utilizado, a saber:

a) animais coniroie, sem tratamento;

b) animais tratados com o extrato liofilizado de Fuphorbia tirucalli (EET), nas

doses de 125, 250 ou 500mg/Kg por 35 dias consecuiivos, sendo o iratamento

iniciado 24h ap0s a inoculagio tumoral,

¢) animais inoculados com TAE;

d) animais inoculados com TAE e tratados com o EET, nas doses e protocolo

descritos no item " b".

3.2. Obtencio do Tumor Ascitice de Ehrlich (TAE):

As céluias tumorais do TAE i€ém sido isoladas de camundongos machos BALB/c
portadores de Tumor Ascitico de Ebrlich (TAE) e mantidas através de passagens sucessivas
intraperitoneais em ammais da mesma linhagem ufilizada para o experimento. Para este
repasse, retira-se o liquido ascitico do peritdénio de animais doadores, sendo o nimero € a
viabilidade das céiulas determinados, utilizando-se o corante azul de irypan, em cdmara de
Neubauer e inoculando-se estas células em uma concentragio de 5x107cél./animal.

Para o desenvolvimento do TAE, os camundongos dos grupos portadores de tumor,
foram inoculados intraperitonealmente com 0,2 ml de uma suspensio contendo 6x10°
células tumorais. Nesta conceniragio, o tumor implantou-se em 100% dos animais. Para
obtermos esta suspensdo, sacrificamos camundongos portadores do tumor, colhemos o
liquido ascitico com uma seringa e diluimos o mesmo na proporgao de 1:10 {em solugio
fisiologica estéril). A suspensdo resultante foi novamente diluida na proporgdo de 1:10, em
azul de trypan, para a realizagio da contagem das células em cidmara de Neubauer, por

microscopia Opfica.
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3.3. Obtencdo da Euphorbia tirucalli:

A tintura da Euphorbia firucalii foi cedida pela farméacia de manipulagio do Prof
Valter R. Acorsi (Escola Agricola Luiz de Queir6z - ESALQ - Piracicaba) e liofilizada pelo
Centro de Quimica do Instituto de Tecnologia de alimentos (ITAL) - Campinas, por
intermédio da Prof. Dra. Vera Baldini.

As tinturas vegetais sfo preparadas a temperatura ambienie, peia agio do &lcool
sobre a erva , tendo sido neste caso utilizado o processo de maceragiio, que reguer uma
longa imersdo (TESKE & TRENTINI, 1997).

A tintura utilizada em nossos experimentos, foi preparada a uma concentragio de
20% ( 200g de E. firucalli - Aveidz, para 1000g de eianol a 70%), tendo sido utilizada a
planta fresca (partes aéreas), fracionada em partes menores, imersa em solugdo
hidroaicoolica a 70%, sendo necessario apés o periodo de maceragio, proceder a filtragio
da solugfo obtida.

3.4. Tratamento:

Os animais dos grupos inoculados com o TAE e iratados com o EET nas doses de
125, 250 ou 500mg/Kg, comegaram a receber este tratamento apos 24h da inoculagio do
tumor, tendo sido tratados por 5 dias consecuiivos e sacrificados 24h ap6s o titimo dia de
tratamento. Ja os grupos que sé receberam o EET nas doses de 125, 250 ou 500mg/Kg,
foram tratados por 5 dias consecutivos e sacrificados 24h apos o tltimo dia de tratamento.

Para administracdo do EET, utilizou-se a via oral pelo método de gavagem sendo a
agua destilada o veiculo de diluigio do extrato. Os animais do grupo controle e do grupo
somente portador de TAE, receberam apenas agua destilada.

3.5. Procedimentos Experimentais:

3.5.1. Cultura cional de precursores hematopoiéticos da Medula Ossea e Baco
de Camnndongos (CFU-C):

Para enumerar estas células clonogénicas é importante que todas as células
muliipontenciais presentes na cultura sejam induzidas a proliferar ¢ que o mimero de
células presentes seja ajustado, a fim de se evitar uma quantidade exagerada de coldnias em
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cada placa de Petri, com conseqgiiente superposi¢io das mesmas. Também € importante que
o faior estimuiador de crescimento (CSF) seja ntilizado em concentiraches supramaximas.
Além disso, a escolha do soro bovino fetal deve ser realizada cuidadosamente, devido a

vanagdes de atividade entre os varios lotes e marcas de soro (METCALF, 1984).

3.5.1.1. Técnica:

Apos sacrificar o animal por deslocamenio cervicai, limpou-se a pele com aicool
70%. ExpOs-se o fémur, removeu-se a cartilagem sobre o orificio na extremidade distal ¢
cortou-se 0 0580 na jungio superior. A medula Ossea foi transferida com o auxilio de agulha
¢ seringa para um tubo contendo 5 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma). O bago foi
removido assepticamente e colocado em mbo de ensaio estéril, contendo 5 ml de meio de
cultura RPMI-1640 (Sigma). As células foram liberadas cuidadosamente, utilizando-se um
macerador. Mais 4 m] de RPMI-1640 foram adicionados ao tubo de ensaio.

O nimero de células na suspensdo foi contado em cdmara hemocitométrica, apds
diluigdo (1:10) das células, em Turkey 1% para células da medula e a concentragio da
suspensio celular ajustada para 1x10° células/ml. O mesmo procedimento foi realizado para
as células de baco, porém a diimgdo feita foi de (1:20) em azul de iripan i% e a
concentragdo ajustada para 2x10° células/mi.

Preparou-se a suspensdo para a incubag@o das células em cultura a qual consistia

de:
-30% de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagie’s Medium-Sigma) 2x
concentrado;
-20% de soro bovino fetal (SBF);

-50% de agar (0,3%) (Bacto-agar-Difico).

A seguir, adicionou-se a0 meio descrito acima, o volume apropriado de células
(1x10° células/ml para a medula dssea ¢ 2x10° células/ml para o bago) e distribuiu-se um
volume de 2 ml em cada placa de Peiri (35 mm), j& contendo 100 ui do fator estimulador
(SCM), homogenizou-se a placa com movimentos giratorios permitindo uma maior
distribuigiio por ioda a superficie da placa de Petri. Deixou-se gelificar ¢ incubou-se por 7
dias a 37 °C em presenca de 5% de CO,. Apds este periodo contou-se o nimero de coldnias

formadas em microscopio de disseccdo, em aumenio de 40x




Figura 2. Aspecto microscopico de uma coldnia de células precursoras

hematopoéticas da medula 0ssea de camundongo normal. Aumento de 250x.

3.6. Peso do baco dos animais submetidoes aos referidos tratamentos:
Apos remogdo do bago (como descrito no item anterior), seu peso foi mensurado em

gramas para posterior analise.

3.7. Preparaciio do meio condicionade de células esplénicas (SCM):

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos sob condighes assépticas ¢
passados delicadamente através de peneira de ago inoxidivel estéril. Preparou-se uma
suspensio com 2x10° células/ml em meio RPMI-1640 {Cultiiab) contendo 10% de soro
bovino fetal. Adicionou-se 20 meio 5x10” moles/L de 2-mercaptoetanol e 1,65ug/ml de
“pokeweed mitogen”. Incubou-se por 7 dias a 37°C em esiufa imida contendo 5% de TO;
no ar. A seguir, centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em membrana milipore (0,45
wm).

A atividade funcional do CSF foi determinada através dos estimulos produzidos
sobre o crescimento clonal de células progenitoras hematopoiéticas de animais normais em

meio semi-sOhdo.

29



A titulagdo deste lote de SCM demonstrou que uma dilui¢iio de até 1:4 forneceu
resultados que esifo dentro dos niveis de resposta supermaxima. Os resultados em duplicata
da titulagfo realizada em culiura de 7 dias esifio apresentados na iabela abaixo:

Titulacdo do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenca de
células de medula dssea de camundongos BALB/c:

DILUICAO SCM  |CFU-C x 10*~
1:1 109,2 +4.2
1:2 102+35

1:4 105,6 +5,1
1:8 75,6 £42
1:16 57,6 +4,0

{1:32 34,8+3,0
1:64 172+12
1:168 0

* Nitmero total de células por femur

3.8. Obtenciic do soro dos animais para deieccio da atividade dos fatores
estimuladores de coldnias:

O sangue dos animais dos 8 grupos experimentais, foi obtido através de puncio do
plexo braquial, centrifugado para obtengio do soro, e esie armazenado 4 -20°C. A produgio
dos fatores estimuladores de coldnias do soro dos animais em questdio, foi determinada
através de sua capacidade promotora do crescimento e diferenciagio de precursores

hematopoéticos da medula dssea de animais normais.

P
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A determinagio desta atividade estimuladora de coldnias foi expressa em unidades
por mi, conforme curva de titulacio do meio condicionado de células esplénicas (SCM).
ilustrada abaixo. De acordo com VAN DEN ENGH & BOL, (1975), a menor concentragio
capaz de estimular o crescimento de clones ¢ considerado como 1 unidade de CSF/mi.

w102
120

100 -
80
60 -
40 4
20 4

Nuamero de colbnias/Fémur

{
1 unidade

3.9. Contagem diferencial de células da medula issea:

Apos remogio da medula 6ssea {como descrito no item 5.1.1), as células de cada um
dos animais dos grupos experimentais (n = 6), foram fransferidas para um tubo contendo 5
ml de meio RPMI-1640 (Cultilab) e 500 pl desta suspensfo foram transferidos para uma
lamina de citocentrifugagfio (800 rpm durante 5 minutos). As liminas foram coradas com
Leishman e 2 ieitura foi realizada em objetiva de 100x.

3.10. Curva de Sobrevida;

Para o estudo dos efeitos do EET (125, 250 ou 500mg/Kg), na sobrevida dos
animais inoculados com TAE (6x10° células /animal), realizou-se a curva de sobrevida. Os
animais foram divididos em gquatro grupos (n=20}: Inoculados com TAE, Inoculados com
TAE e tratados com 125,250 ou 500mg/Kg. O tratamento foi iniciado 24h apés a
inoculagdo fumoral ¢ mantido por 5 dias consecutivos. Os animais foram observados
diariamente para controle da mortalidade.
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3.11. Analise estatistica:

A Anélise de Varidncia ANOVA foi utilizada para avaliar as diferencas entre CFU-
C/fémur; CFU-C/bago; fatores estimuladores de coldnias; celularidade da medula dssea e
peso dos bagos (INSTAT). A comparagio enire os grupos foi realizada pelo teste de Tukey
que detecta diferencas significativas entre os grupos. Na avaliacio da sobrevida dos
animais portadores de TAE e tratados com EET, utilizamos o método de Kaplan-Maier,
1958 (COLLET, 1994) — (WINSTAT). A comparagio entre os grupos foi realizada pelo
teste de Log-Rank {procedimenios ndo paraméiricos).

Em todos os grupos estudados, considerou-se estatisticamente significativos aqueles

que possuiam P<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1.- Efeitos do EET na sobrevida de animais inoculados com o TAE:

Podemos observar na figura 3, tabela 1 (apéndice), que o grupo de animais apenas
inoculados com TAE, apresenion mortatidade de 100% até o vigésimo primeiro dia apos a2
inoculagio do tumor. Por outro lado, apos o tratamento com as irés doses do EET estudadas
(125, 250 e 500mg/Kg), verificamos um aumento na sobrevida dps animais portadores do
TAE. Para os grupos fratados com 125 ou 250 mg/Kg, ha uma sobrevivéncia de 6 dias a
mais {aproximadamente 21%) em relagdo ao tempo de sobrevida do grupo somente
portador de TAE. Para o grupo fratade com a dose de 500 mg/Kg, esta sobrevivéncia € de 8
dias a mais, o que representa um aumenio de aproximadamente 27% no tempo de sobrevida
destes animais, quando comparado a0 grupo conirole. Esses resultados foram significativos

em relagdo 2o TAE (p<0,05 - Curva de Kapian-Maier, Log-Rank}.
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Figura 3. Efeito do fratamenio com diferentes doses do EET, sobre a sobrevida de
animais BALB-C inocuiados com dose letal de células do TAE (6x10°células/animal). O
tratamento foi realizado por via oral, tendo sido iniciado 24h apés a inoculagio do tumor,
duranie 5 dias consecutivos, (n=20, Curva de Kaplan-Maier, Log-Rank; *p<0,05 em

relagio ao grupo inoculado com TAE).
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4.2.- Efeitos do exiraio liofilizado da Euphorbia firucalli (EET) sobre os precursores
hematopoéticos para granuiocitos e macrofages (CFU-GM) da medula éssea e do
baco:

Os efeifos do tratamenio com o exirato da Fuphorbia firucalli, 123, 250 e
500mg/kg, sobre o crescimento e diferencia¢do de precursores hematopoéiicos para
granulocitos e macrofogos da medula 0ssea de camundongos estio represeniados na figura
4; tabeia 2 (apéndice). A adminisiracio do extrato liofilizado da planta em animais normais
nas diferentes doses nfo produziu alieractes significativas no niumero de CFU-GM, quando
comparado aos animais controle. Como ja demonstrado anteriormente em nosso laboratério
(JUSTO, DURAN, QUEIROZ, 2000; JUSTO, SILVA, QUEIROZ, 2001; MIRANDOLA,
JUSTO, QUEIROZ, 2002, QUEIRGZ e al, 200la; QUEIROZ ef al, 2001b;
VALADARES ef al, 1598; VALADARES & QUEIROZ, 2002}, a evolugdo do TAE
produz uma drastica redug¢io no nimero de CFU-GM da medula 0ssea. Portanto, nossos
resultados mais uma vez confirmam uma reducio significativa no nimero de CFU-GM no
6° dia de progressio tumoral, quando comparados aos do grupo conirole (P<0,05 -
ANOVA, Tukey). Por oufro lado, guando os animais foram fratados com 125, 230 ou
500mg/ke do exirato da planta, o mimero de CFU-GM atingiu valores proximos a aqueles
enconirados no grupo conirole, sendo esses resulfados estatisticamenie significativos em
reiagio a0 grupo portador do TAE (P<0,05 - ANOVA, Tukey).

Estudos realizados i viiro, utilizando o soro de anmimais portadores do TAE como
estimulo para o crescimenio de células da meduia Ossea de animais normais, levaram-nos a
verificar que a presenga do TAE induziu um aumento significativo nos niveis de fatores

estimuladores de colbnias (CSFs), quando comparado a0 grupo controle normal {(P<0,05 -




ANOVA, Tukey). Para os animais apenas iratados com as trés diferentes doses do EET, o
soro utilizado como estimulo para o crescimento de precursores hematopo€ticos da meduia
Ossea de animais normais, nfo induziu a formagio de coldnias de CFU-GM, nfo sendo
esses resuliados significativos. Tais dados esifio demonsirados na tabela 10 {(apéndice).

Os resuitados da avaliagio da hemaiopoese extramedular (espiémica) estio
representados na figura 5; iabela 3 (apéndice). Nos animais normais, iratados com as irés
doses do EET, nio observamos alieragdes significativas no nomero de CFU-GM no bago,
quando comparado ao grupo controie. Entretanto, verificamos nos animais inoculados com
o TAE um aumento de aproximadamente 13 vezes no mimero de CFU-GM, valor este,
extremamente significaiivo quando comparado ao grupo comtrole {(P<0,05 - ANOVA,
Tukey).

Por outro lado, os animais portadores do TAE, que receberam tratamento com as
trés diferenies doses do EET, apresentaram uma reducgio sigmificativa do mamero de CFU-
GM no bago {P<0,05 - ANOVA, Tukey). Nesies animais, embora os valores encontrados
nio tenham atingido os niveis do grupo controle, verificamos redugdo no mimero de CFU-
GM de aproximadamente 2, 3 e 3.5 vezes, nas doses de 125, 250 ¢ 500mg/Kg,

respectivamentie, quando comparado ao grupo somente inocuiado com o TAE.
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Figura 4. Namero de unidades formadoras de coldnias de granulocito/macrofago (CFU-
GM) na medula 6ssea de camundongos Balb/c tratades durante 5 dias consecutivos com
125, 250 e 500 mg/Kg/dia de EET (tintura de Aveloz liofilizada). O TAE
(6x10°células/animal) foi inoculado 24 horas antes do inicio do traiamento. Os animais
foram sacrificados 24 horas apés a filtima adminisiragio de EET. Teste ANOVA-TUKEY,
P<0,05; n=6.

Ctrl = Controle; TAE = Tumor; EET= Tratado com extrato de E. firucalli; TAE/EET=
TumerTratado com extrato de /<. tirucalli.

* - redugio significativa em relago ao conirole(p<0,05)

# - aumento significativo em relagio ao tumor(p<0,05)
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Figura 5. Nuamero de unidades formadoras de coldnias granmulécito/macrofago (CFU-
GM) no bago de camundongos Balb/c tratados durante 5 dias consecutivos com 125, 250 ¢
500 mg/Kgfdia de EET (tintura de Aveldz fofilizada). O TAE (6x10°células/animal) foi
wnoculado 24 horas antes do inicio do tratamento. Os animais foram sacriticados 24 horas
apos a ultima administracio de EET. Teste ANOVA-TUKEY, P<0,05; n=6.

Ctrl = Controle; TAE = Tumor; EET= Tratado com extrato de E. firucalli; TAR/FRET=
TumorTratado com extrato de . tirucalli.

* - aumento significativo em relagfio ao controle(p<0,05)

# - reducfo significativa em relagfo ao tumor(p<0,05)
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4.3.- Peso do baco:

Os resuliados obtidos na avaliagdo do peso do bago dos animais estfio apresentados
na figura 6; tabela 4 (apéndice). Neste estudo, verificamos que a progressdo fumoral induz
uma acenfuada esplenomegalia, com aumenio no peso do bago de aproximadamente 70%
em relaciio ao grupo conirole. Porém, o tratamento destes animais poriadores de TAE com
o EET, nas doses 125, 250 ou 500mg/kg, produziu uma reducfio significativa no peso desse
Orgdo de aproximadamente 14%, 35% e 4%% respectivamente, quando comparado ao

grupe somente inoculado com TAE .05 - ANOVA, teste Tukey). Para os animais

somente iratados com EET, ndo foram observadas alteragGes em relagdo ao grupo conirole.




EET  TAE/ EET  TAE/ EET TAE/
Ctrl TAE 125 EET425 250 EET258 500 EETS500

Figura 8. Peso do Bago {gramas) de camundongos Balb/c traiados duranie 5 dias
consecutivos com 125, 250 e 500 mg/Kg/dia de EET (tintura de Avei6z liofilizada). O
TAE (6x10°células/animal) foi inoculado 24 horas antes do inicio do tratamento. Os
animais foram sacrificados 24 horas apds a dliima adminisiragdo de EET. Teste ANOVA-
TUKEY, P<0,05; n=6.

Cirl = Controle; TAE = Tumor, EET= Tratado com exirato de F. #firucaifi; TAE/EET=
TumorTratado com extrato de L. firucalli.

* . aumento significativo em relagdo ao coniroie{p<0,05)

# - redugfo significativa em relacdo ao tumor{(p<0,05)
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4.4.- Efeitos do EET sobre a contagem diferencial de céiulas da meduia dssea:

Os resultados obfidos na coniagem de mieloblasios, promielocitos/mielocitos,
neutrofilos polimorfonucieares e linfocitos, estfio apreseniados na tabeia 5.

Na avaliagio da celuiaridade total, podemos observar que o tratamenio com o EET,
nas irés diferenfes doses avaliadas, nfo produziu nenhuma alteracfo significaiiva nestes
grupos, quando comparado ao grupo conirole. No entanto, uma redugiio significativa na
celularidade total da medula Ossea € observada quando comparamos o grupo portador de
TAE ao grupo coniroie (P<0,05 - ANOVA, Teste de Tukey; (VALADARES &

UEIROZ, 2002). Para os animais portadores do TAE e tratados com EET nas doses de
125 ou 250mg/Kg, nenhuma aiteracdo significativa foi observada; porém, para os animais
portadores de TAE e iratados com a dose de 500 mg/Kg, constatamos nm aumenio
significativo {(#<0,05 - ANOVA, Teste de Tukey), quando comparamos ao grupo poriador
de TAE.

Ao avaliarmos separadamente cada um dos tipos celulares, as seguintes alieragdes
foram observadas: para os anmimais portadores do fumor e fratados com z dose de
500mg/kg, observames um aumento significative no nimero de mieloblastos (P<0,05 -
ANOVA, Teste de Tukey), guando comparado com o grupo somente porfador de TAE e
com o grupo controie. Este aumento € ainda significativo em relagio aos grupos poriadores
de TAE ¢ tratados com as doses de 125 ou 250mg/kg (P<0,05 - ANOVA, Teste de
Tukey). As doses de 125 e 250mg/Kg nfio produziram efgito significativo, estando os
valores encontrados muito proximos daqueles encontrados para ¢ grupo somente portador
de TAE.

Em relacio aos mielocitos/promieidcitos, verificamos uma redugio significativa no

niumero dessas cé€lulas (P<0,05 - ANOVA, Teste de Tukey) para o grupo dos animais
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portadores do tumor, assim como para os animais somente tratados com as doses de 250 ou
500 mg/kg do EET, quando comparados ao grupo controle. Os animais portadores do TAE
e tratados com EET na dose de 560 mg/Kg sofreram uma redugfo no nlimero dessas céiulas
quando comparado ao grupo somente poriador do TAE, porém esie valor nio ¢
significativo.

Quanto aos metamielocitos/neutrdfilos (PMN), um aumento significativo (P<0,05 -
ANOVA, Teste de Tukey) no niimero dessas células foi observado nos animais inoculados
com TAE e tratados com as rés diferentes doses de EET, quando comparados os resuitados
aos do grupo de animais somenie poriadores do TAE.

No caso dos linfécitos, verificamos uma redugio significativa (P<0,05 - ANOVA,
Teste de Tukey) no namero dessas células nos animais portadores do TAE. Por ouiro lado,
nos animais portadores/tratados com 500 mg/kg verificamos uma recuperacio significativa
(P<0,05 - ANOVA, Teste de Tukey), quando comparados os resultados aos do grupo dos
animais portadores do TAE, embora esse aumenio nfo tenha atingido os valores
enconirados para os animais controle. Para essa mesma dose, observamos também um
aumento significativo em relag8o aos grupos portadores de TAE e iratados com as doses de
125 ou 250mgikg (P<0,05 - ANOVA, Teste de Tukey).

Pode-se observar que, para os amimais poriadores do TAE/ratados, a dose de
500mg/Kg sinaliza a melhor resposia enire as irés doses trabalhadas, o que demonstra

coeréncia com os dados obtidos na sobrevida.
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GRUPOS CONTROLE TAE EET (Dose mg/kg) TAE + EET (Dose mg/kg)
125 250 500 125 250 500
TIPOS CELULARES cél. cél. cél. ) cél. cél. cél. cél.
x 10° x 10° x 10° x 10° x 10° x 10° x 10° x 10°
- @ & #
X 3.53 2.55 411 4.40 4.54 3.54 2.94 6.8%
MIELOBLASTOS
DP 0.72 0.58 1.14 0.40 1.51 0.77 0.64 0.84
) - @ @ @
MIELOCITOS/ X 24.30 9,15 18.21 16.24 11.98 7.35 7.86 5.80
PROMIELOCITOS
pP 7.45 2.16 4.23 2.13 2.65 0.81 0.87 1.18
_ & & &
X 69.19 50,25 77.20 71.66 66.88 £0.80 75.18 82,21
METAMIELOCT-
TOS/ PMN DP 9,79 8.16 16.83 5.65 5.11 5.15 .70 11.21
- @ &#
X 22,99 3,05 17.98 17.70 24.11 3.31 4.03 10.44
LINFOCITOS
DP 2.96 0.50 4.70 3.86 5.55 0.46 1.20 0.83
— @ &
Numero Total de | X 120.00 65.00 117.50 110.00 107.50 95.00 90.00 145,00
Células
DE 17.32 10.00 25.98 10.00 8.66 4.08 10.00 13.54

Tabela 9. (sintese das tabelas 5, 6, 7 e 8 do apéndice) - Estudo da contagem diferencial de células da medula Ossea de camundongos BALB-c
portadores do tumor ascitico de Ehrlich (6x10° cel /animal - i.p.) e tratados durante 5 dias com diferentes doses de EET, administradas oralmente.
O tratamento iniciou-se 24h apés a inoculagio do tumor ¢ os animais foram sacrificados 24h ap6s a Gltima administragZo do EET,

& significativo em relagéo ao TAE

# significativo em relagdo aos grupos portadores de TAE e tratados (125 e 250mg/kg)

@ significativo em relagfio ao grupo controle.
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5. DISCUSSAO
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O sistema hematopoéiico € constituido basicamente de trés populagGes de células:
as pluripotentes, as progeniioras comprometidas com uma determinada linhagem, além
daquelas em maturacdo. As duas diiimas podem ser consideradas como populagio em
irinsito, em constante mubiplicagio e diferenciagio, sendo originarias das células
piuripotenies. As células pluripotentes possuem duas caracteristicas distintas das demais
células hematopoéticas: 2 primeira delas € a sua capacidade de auto-renovagio; a segunda,
o seu potencial para sofrer diferenciacio na presenga de fatores de crescimento especificos
(CSFs) e produzir diferentes tipos celulares, tais como entrocitos, neutrofilos, eosinofilos,
basofilos, plaguetas, monocitos, macrofagos, linfocitos T e B, os quais constifuem as
célnlas maduras do sistema hematopoético, incinindo as familias das principais céinlas
envolvidas nas reagBes imunoidgicas (ALBERTS e af, 1997, QUEIRGZ, 1988

METCALF, 1984 ).

Tendo em vista a participacio dessas células hematopo€ticas na reposta a progressio
temporal do fumor, avaliamos neste trabalho os efeitos do tratamento com diferentes
doses do EET (125, 250 ou 500 mg/kg) sobre o crescimento e diferenciagdo dos
precursores hemaiopodticos da medula Ossea e do bago para a séne de gramlociios e
macrofagos (CFU-GM), a celularidade da medula Ossea, a atividade estimuladora de

colbnias no soro e a sobrevida no modeio experimental do Tumor ascitico de Ehrlich.

Nossos resuitados com a Euphorbia firucalli demonsiraram um aumenio
significativo dose-dependente na sobrevida dos animais portadores do TAE, tratados com
as doses de 125, 250 ou 500 mg/kg do EET. Em paralelo ac aumenio da sobrevida, o
tratamento com EET produziu reversio da mielossupresio, efeito esse induzido pelo

desenvolvimenio do TAE, que como vimos em trabathos anteriores do nosso laboratorio ¢




ouiros, leva a uma redugfio dristica no niimero de precursores hematopoéticos (CFU-GM)

da medula dssea do hospedeiro, o que também foi constatado neste trabatho.

Estudos na literatura sugerem que a evolugio tumoral induz a produgio de fatores
inibidores capazes de afetar a proliferagio e diferenciaciio de céinlas pluripotenciais da
medula Ossea. A esse respeifo, podemos ciifar que produtos como prostagiandina E, (PGEZ),
fator de crescimento tumoral (TGF-B) e faior estimulador de crescimento para granulocitos
e macrofagos (GM-CSF), produzidos por macrofagos e pela proprias células tumorais,
seriam responsaveis por redirecionar a atividade de macrofagos, produzindo um
desequilibrio nos mecanismos bomeosiéiicos regutadores da mielopoese. Isto demonstra
coeréncia nos resultados obtidos em nossa pesquisa, pois eles indicam um possivel
envolvimenio desses fatores soliiveis produzidos pelas células tumorais, ou inieracio
tumor-hospedeirc nos mecanismos homeosiaticos da medula Ossea, promovendo um
redirecionamento da atividade de macréfagos que estfio envolvidos no processo de inibigo
do crescimenio do tumor (PESSINA ef af., 1982b; YUONG & WRIGHT, 1992; HARDY
& BALDUCCI, 1985; FECCHIO et al., 1990a;, FECCHIQ et al., 1990b; BONTA & BEM-
EFRAIM, 1993; SEGURA, BARBERO, MARQUE, 1997, MORALES, VELEZ, SUBIZA,
1999). Além disso, com a evolugio da doenga, o tumor induz os macrofagos a suprimirem a
fungio celular de linfocitos £ células NK, através da produciio destas substincias
proinflamatérias, citocinas ciotdxicas £ outros fatores (ELGERT, ALLEVA, MULLINS,

1598).

Em contrasie com a medula Ossea, a hemaiopoese periférica, gque foi avaliada
airavés do piimero de precursores hematopoéticos no bago em animais portadores de TAE,

‘apresentou-se aumentada significativamente em relagfo ac grupe controle. Por outro lado,
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nos animais portadores de tumor e tratados com EET observou-se uma redug¢do do nimero
desses precursores, nas frés doses utilizadas, quando comparado 20 grupo somente portador
do TAE. Embora tenha ocorrido essa reduciio no nimero de CFU-GM no bago, a
hematopoese espiénica nio chegou a atingir os valores do grupo confrole. Para os animais
normais que receberam somente o iratamento com o EET nas irés diferentes doses,
nenhuma alteracio no nimero dos precursores hematopogticos foi observada.
Paralelamente a esses dados, um outro aspecio imporianie detectado foi uma redugiio na

esplenomegalia desenvolvida pelo tumor, apds o tratamento com as ir€s doses avaiiadas.

Estudos demonsiram que um dos aspecios imporiantes na progressio fumoral € a
agressividade de fatores derivados das células tumorais, as quais estimulam a proiiferagdo
de macrofagos com atividade supressora (KEEB & LALA, 1978; PESSINA ef al., 19820
HARDY & BALDUCCI, 1985; BONTA & BEM-EFRAIM, 1993; YAMAMOTO e
al.,1993). As células do TAE produzem fatores capazes de induzir a proliferaciio de células
esplénicas com alteraghes fenotipicas e funcionais (TOMIDA, YAMAMOTO-
YAMAGUCHI, HOZUMI, 1984; MORALES, VELEZ, SUBIZA, 1995). Esses dados
enconirados na literatura podem comniribuir para a explicacio do aumento no nimero de

CFU-GM no bago de animais moculados com o TAE, o que foi observado neste trabatho.

FECCHIO et ai. (1990a), mostraram que a liberagio de prostaglandina E; (PGE:),
induzida pelo TAE, provoca uma inibicdo do influxo inflamatério e das funcbes dos
macrofagos, levande A imunossupressio. O aumento da produgio de PGE; pelos
macrofagos seria responsavel também pela inibigio da proliferagio de células T ¢ pelo
blogueio da agdo estimuladora do fator de necrose tumoral-o. (TNF-o) nos macrofagos

(ALLEVA, BURGER, ELGERT, 1993; YOUNG & HOWVER, 1986). Também foi




demonsirado que PGE, favorece a secrecio de citocinas do tipos Th2, IL-4, IL-10 e IL-5
pela inibigdo das citocinas assocladas 2 subsénie Thi, IL-2 e IFN-y (BETZ & ¥OX 1991;
HILKENS ef al, 1995), uma vez que céluias do fipo Thi promovem a ativagdo dos
macrofagos por produzirem IFN-y (ELGERT, ALLEVA, MULLINS, 1998). Um processo
similar foi descrifo para citocinas como TGF-B e IL-6, produzidas principalmente por
células fumorais, provocando um declinio na produgio de INF-y e TNF-o pelos macrofagos
(YAMAMOTO er al, 1995; EGERT, ALLEVA, MULLINS, 1998). SEGURA,
BARBERO, MARGQUEZ, {1957), mostram a presenga de TGF-B nas céluias produzidas
peio TAE, bem como no fluido ascitico de animais inoculados com TAE.

Mecanismos imunologicos como ativacio de macrdfagos, células “Natural Killer”
(NK) e células T, participam da resposta antilumoral e sio primordiais para inibir o
crescimento do tumor. A reaciio inflamatoria iniciada peia presenca das céluias mmorais no
organismo tem grande imporiincia na evolugdo do crescimento iumoral, sendo que a
presenga de polimorfonucieares na cavidade peritoneal ¢ um resultado de estimulos
inflamat6rios locais, provocando aiteracOes nos padrdes de migragio celular e de
exsudacic, bem como 2 estimulago ¢ ativagdo de macrOfagos inflamatérios, induzidas
pelo tumor (FECCHIO ef al , 1990a, MANTOVANI ¢f al., 1992).

Como mencionado anteriormentie, tem sido documentado na literatura a presenca de
varios componentes bioativos isolados e identificados na espécie Euphorbia tirucalli, bem
como nas demais espécies do género Fuphorbiaceae. Dentre os componentes gque
apresentam propriedades farmacoldgicas, alguns s#o comuns as diversas espécies, ou
apresentamn  semelhancas gquimicas entre os compostos (KUPCHAN ef al, 1976;

FURSTEMBERGER & HECKER, 1977, 1985, 1986, BRITO, 1981, DUKE, 1988;
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ITOKAWA ef al, 1989, MATSUMOTO, CYONG, YAMADA, 1992; MARCO,
CERVERA, YUSTE, 1997, FATOPE ef al., 1996; IMAI ef al., 1994).

Dados da literatura, avaliando as propriedades farmacolidgicas dos componenies
bioativos da Euphorbia firucalli, verificaram uma agio antagonisia desta piania sobre o
PGE,, 0 que poderia, pelo menos em parie, explicar nossos resuliados obtidos no modelo
tumoral de Ehriich, uma vez que, a PGE; possui um papel fundamental na progressio
tumoral { BRITO, 1981; RAVIKANTH ¢f /., 2001).

Um outro aspecto importante, referenie as propriedades farmacologicas das
euphorbiaceae, € um aumenio na expressdo dos receptores Fc para gama-giobuling, os guais
atuam diretamente sobre a afividade funcional dos macrdfagos (MATSUMOTO,
CYONG, YAMADA, 1992). Os receptores para a porgio Fc das imunoglobolinas,
presentes nos neutrofilos, macrofagos e outros fagdcitos mononucleares, facilitam o
reconhecimento do antigeno, potencializando a eficiéncia da fagocitose (ABBAS ef al.,
2000).

Diante do exposto, podemos sugerir que a protecio conira a mielossupressio,
induzida pelo fumor, observada apds o iratamenio com o EET nas doses de 125, 250 ou
500mg/Kg, disponibiliza um maior niimero de células funcionais, o que favorece um maior
influxo inflamatério para a cavidade iniraperitoneal .

Ao avaliarmos a celularidade da medula Ossea, observamos que, nos avimais
portadores do TAE, ocorre uma reducfo no nimero de células iotais e das diferentes
linhagens, em relacdo aos animais controle, sendo essa reducgdo significativa apenas para
promieiocitos/mielocitos ¢ Hnfdcitos. Em contrapartida, observou-se que, nos animais

inoculados com TAE, e tratados com 2 dose de 500 mg/Kg, dose essa na gual se observa
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uma maior sobrevida, ocome wm aumento significativo no nimero de linfocitos,
mieloblasios, promielocitos/mieidcitos e metamieldcitos/PMN, quando comparados os
resultados aos do grupo de animais apenas inoculados com o TAE.

A esse respeito, JARMELG ef al. (2000), apos realizago de tesies de toxicidade
aguda e subcrOnica com o latex da Euphorbia tirucalli, constataram que a planta induz a
um aumento significativo de linfocitos no sangue perifénico, em ratos Wistar, f€meas,
quando comparados ao do grupo controle. Para a linhagem celular linfocitica, nos animais
somente tratados com as doses de 125, 250 ou 500 mg/Kg, nfo observamos diferencas
significativas quando comparados aos animais do grupo conirole.

Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a administragio do exirato
liofitizado da FEuphorbia firucalli possui atividade moduladora sobre a resposta
hematopoética, aumeniando o niimero de precursores hematopoéticos da medula Ossea
durante o processo de instalagio tumoral Faz-se necessario ressaltar que outros estudos
deverdo ser realizados, para uma melhor elucidaciio dos mecanismos pelos quais o EET

leva ao aumento do tempo de sobrevida dos animais tratados.
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6. CONCLUSOES
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O presente estudo avaliando os precursores hematopoéticos da medula Gssea e bago
de animais portadores de Tumor Ascitico de Ernlich (TAE) ¢ tratados com 0 extraio
liofilizado da Euphorbia. rirucalli (EET), demonstrou:

e Aumento na sobrevida de animais inoculados com TAE;

s reversic da miecjossupressdo induzida peio TAE, provavelmenie por um mecanismo
de protegdo contra a implantacdo do ftumor;

e prevengio parcial da hematopoese extramedular nos animais inoculados com TAE;

¢ reducdo na esplenomegalia induzida pelo TAE;

e aumenio da celularidade para a dose de 500 mg/Kg o que sinaliza coeréncia com 0s

dados obtidos na sobrevida.
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7. SUMMARY
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In this work, we have investigated the effects of the liofilizated exiract of the
Euphorbia tirucaill (TEE), on the growth and differentiation of hematopoietic progenitors
for granulocyte/macrophage (CFU-GM) in the bone marrow and spleen of Enrlich asciies
tumor-bearing mice (EAT). Male Balb/c mice were inoculated intraperitoneally {i.p.) with
6x10° viable tumor celis/mouse and 125, 250 or S00mg/Kg of TEE were given orally for 5
consecutive days. The bone marrow and spieen progenitor cells were collected 24 hours
after the last dose of TEE. After that we studied the growth and differentiation of colony
forming unit (CFU-GM), through the technique of clonal culture of hematopoietic celis in
semi-solid medium.

In fumor bearing-mice, the total number of CFU-GM per femur was significantly
reduced whereas m the spleen the number of CFU-GM was dramatically increased. The
treatment of these animais with three doses of TEE reveried the medullar supression and
reduced the increased extramedullar hematopoiese, which was induced by the tumor. The
vaiues found for the animals that were treated with three differnts doses of TEE only,
stayed near tae rates of normal animals.

The survival rate of the animals was evaluated for 29 days after inoculation of EAT.
We verified that treafig these animais with three doses of TEE, extended significantiy their
survival rate from 21 to 27 and 29 days, depending the dose of TEE that was used.

The results demonsirated that treatment with TEE produced proteciive effects on
the myelopoietic response of fumor-bearing mice. In conclusion, we suggested that an

antagonic effect against PGE, might be one of the action mecanism.
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Tabela 1 . Avaliagio da sobrevida de animais portadores do TAE (6x10° cels/animal) e

LN Y

tratados 5 dia consecuiivos com as doses de 125, 250 ou 500mg/kg de EET e de animais

controle {sem tratamento) - (n=20/grupo).

Dias 125mg/kg 250mg/kg 500mg/kg
16° 2 - - -
172 - - - -
182 4 - - -
19° S - - 1
20° 5 4 3 2
212 4 - 6 3
222 4 S 4
23° 3 1 -
24° 4 - 1
25° 1 2 -
26 3 - 2
27*° i 3 2
282 i
29° 4

*Controle: animais portadores do TAE (6x10° cel /animal) que nio receberam
tratamento.
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Tabeia 2: Efeitos do fratamento com diferentes doses do EET administrados oralmente, por

3 dias consecuiivos, sobre o crescimento ¢ diferenciagio de precursores hematopoéticos da

medula 0ssea de animais BALB/¢ inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich.

ET 125mghke | ET250mghkg |
Animais | Ctrl | TAE | Trat. | TAE/Trat. | Trat. | TAE/Trat | Trat. | TAE/Trat.
1 13.64 | 8.38 8.76 8.63 6.96 13.38 11.24 16.38
2 1239 | 6.03 | 1040 5.75 16.74 12.45 10.50 16.63
3 11.02 | 3.60 | 13.58 8.25 13.63 9.23 12.96 11.43
4 988 3.97 8.03 10.70 12.12 13.88 7.95 13.80
5 .90 520 8.91 13.23 1.70 10.17 10.62 11.88
6 11.10 | 6.20 9.60 14.00 10.37 7.15 10.36 11.99

Ctrl - Controle
TAE- Tumor ascitico de Ehrlich
Trat.- Tratados

TAE/Trat - Tumor ascitico de Ehrlich + tratamento.
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Tabela 3: Efeitos do tratamento com diferentes doses do EET adminisirados oraimente, por

5 dias consecutivos, sobre o crescimento e diferenciagio de precursores hematopogticos do

bago de animais BALB/c inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich.

ET 125mg/kg ET 250 mg/kg ET 500 mg/kg
Animais | Ctrl | TAE | Trat. | TAE/Trat. | Trat. | TAE/Trat | Trat. | TAE/Trat.

1 630 | 5742 | 270 | 2223 | 504 | 1836 | 396 | 2376
2 576 | 60.75 | 432 | 3168 | 216 | 21.78 | 576 | 1386
3 261 | 86.13 | 378 | 4032 | 324 | 2394 | 378 | 1728
4 486 | 6300 | 396 | 3132 | 432 | 2160 | 396 | 1701
5 378 | 4446 | 324 | 3726 | 459 | 2070 | 342 | 2160
6 675 | 71812 | 270 | 2250 | 486 | 1463 | 594 | 1683

Ctrl - Controle

TAE- Tumor ascitico de Ehrlich

Trat - Tratados

TAE/Trat - Tumor ascitico de Ehrlich + tratamento.
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Tabela 4: Efeitos do tratamento com diferentes doses do EET administrados oralmente, por

5 dias consecutivos, sobre o peso do bago de animais BALB/¢ inocuiados com o fumor

ascitico de Ehrlich.

ET125mg/kg | ET250mghkg | ET500 mghke
Animais | Ctrl | TAE | Trat, | TAE/Trat. | Trat. | TAE/Trat | Trat. | TAE/Trat.
1 0.159 | 0.287 | 0.156 0.271 0.147 0.214 0.146 0.199
0.165 | 0.275 | 0.187 0.235 0.177 0.194 0.165 0.158
0.148 | 0.287 | 0.176 0.247 0.151 0177 0.178 0.159
1 0.154 | 0.289 | 0.159 0.208 0.164 0221 0.175 0.167
0.167 | 0.239 | 0.177 0.246 0.172 0.235 0.151 0.201
0.171 | 0.272 | 0.153 0.238 0.179 0.181 0.145 0.195

(= E IRV 3 I - VR AN

Ctrl - Controle

TAE - Tumor ascitico de Ehrlich

Trat. - Tratados

TAE/Trat - Tumor ascitico de Ehrlich + tratamento.
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Tabela 5: Contagem diferencial de células da medula Ossea de camundongos BALB/c
portadores do tumor ascitico de Ehrlich e tratados por 5 dias consecutivos com diferentes
doses de EET, administradas oraimente. O tratamento iniciou-se 24 horas apos a

inoculagdo do tumor.

Nitmero de 1 2 3 4
Animais

Controle 420 3.15 4.05 2.70
TAE 3.00 2.40 1.80 3.00
EET125mg 2.85 2.60 5.60 3.80
EET250mg 3.25 5.00 3.25 2.80
EETS500mg 5.25 3.60 6.30 3.75
_ TAE/EET125mg 2.25 1.35 2.85 1.90
TAE/EET250mg 3.80 2.85 2.85 2.25
TAE/EETS500mg 7.00 6.00 5.40 7.50

TAE - Tumor ascitico de Ehrlich
EET - Extrato hofilizado da Euphorbia firucalli
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Tabeia 6: Contagem diferencial de células da medula Ossea de camundongos BALB/c
portadores do tumor ascitico de Ehrlich ¢ tratados por 5 dias consecutivos com diferentes

doses de FET, administradas oralmente. O fratamento iniciou-se 24 horas apds a

inoculacdo do tumor.

Namero de
Animais
Grupos G| Sk | e | a0
Controle 14.70 23.10 2700 32.40
TAE 7.20 10.40 9.60 7.80
EET125mg 20.90 13.00 23.80G 13.30
EET250mg 10.40 18.75 8.45 16,50
EET500mg 75.75 9.60 11.55 975
TAE/KET125mg 4.03 3.60 6.65 6.65
TAE/EET230mg 9.30 10.45 8.35 1.50
1 TAE/EETS00mg 6.06 6.00 540 875

TAE - Tumor ascitico de Ehrlich
EET - Extraio liofilizado da Euphorbia firucalli
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Tabela 7: Contagem diferencial de células da medula Ossea de camundongos BALB/c
portadores do tumor ascitico de Ehrlich € tratados por 5 dias consecutivos com diferentes

doses de EET, administradas oralmente. O tratamento iniciou-se 24 horas apés a

inoculagio do fumor.

Namero de

Animais
Gropos | Sl | e | e |
Contrele 64.05 58 80 81.00 72.90
TAE 47.40 62.40 45.00 46.20
EET125mg 62.70 93.80 89.60 62.770
EET250mg ' 68.25 78.75 73.50 66.15
EET500mg 63.00 74.40 65.10 65.00
TAE/EET1Z5mg 73.80 86.00 82.65 806.75
TAE/EET250mg 80.75 79.80 77.90 62.25
TAE/EETSO0mg 7700 T79.00 74.10 98.75

TAE - Tumor ascitico de Ehrlich
EET - Extraio liofilizado da Fuphorbia firucaili
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Tabela 8: Contagem diferencial de células da medula Ossea de camundongos BALB/c
portadores do tumor ascitico de Ehriich e tratados por 5 dias consecutivos com diferentes

doses de EET, administradas oralmenie. O tratamenfo iniciou-se 24 horas apds a

inoculagio do tumor.

Numero de
Animais
Grupos T | S | e
Controle 22.05 19.95 22.95
TAE 2.40 3.20 3.60
EET125mg 13.30 19.60 23,80
EET250mg 15.75 2250 13.65
EET500mg 21.60 3240 22.05
TAE/EETI2Smg 3.60 3.00 2.85
TAE/EET250mg 2.85 9.30 5.70
TAE/EET00mg 11.00 10.00 9.50

TAE - Tumor ascitico de Ehrlich
EET - Extrato liofilizado da Euphorbia tirucalli
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Tabela 106 Esmdo dos efeitos do EET sobre a producio de fatores estimuladores de

coldnias em animais BALB/c inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich e tratados por 5

dias consecutivos. O soro dos animais foi coletado 24h apos o (liimo dia de fratamento.

EET 125mg/kg EET 250 mg/kg EET 500 mg/kg
Animais | Ctrl | TAE | Trat. | TAE/Trat. | Trat. | TAE/Trat | Trat. | TAE/Trat.

1 0.2916 | 4.2292 | 04375 3.9375 0.4375 40830 0.4375 3.7916
2 0.2916 | 37916 | 0.4375 3.6458 0.4375 3.9375 0.4375 - 4.0830
3 02916 | 40830 | 0.2916 3.6458 0.4375 3.7916 0.1458 3.3000
4 1 0.31485 | 4.2292 | 0.2916 3.5000 | 0.4373 3.6458 0.4375 3.6458
5 0.4375 | 3.9375 | 0.2916 3.7916 0.2916 3.7916 0.4375 3.5000
& 02916 | 3.9375 | 0.2916 40830 0.2916 | 3.5000 0.4375 99373

@ - sienificativo em relacdo a0 grupoe controle

Ctri - Controle

TAE - Tumor ascitico de Ehrlich

Trat. - Tratados

TAE/Trat - Tumor ascitico de Ehrlich + tratamento.
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