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RESUMO

VIEIRA, J. Efeitos de Baccharis Coridifolia em camundongos portadores de
linfoma. [Baccharis Coridifolia’s effects on lymphoma affected mice]. 2010. 106f
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2010.

A Baccharis coridifolia € uma planta toxica da familia Compositae, género Baccharis L.,
conhecida popularmente como “mio-mio”, a qual é encontrada no sul do Brasil e
também em algumas regides do Estado de Sdo Paulo. Em bovinos, a intoxicacéo
provoca lesdes necroticas no trato gastrintestinal e nos tecidos linféides sélidos em
geral, com excecao do timo. Ja em camundongos, a B. coridifolia promove, além das
lesGes em Orgaos linféides, lesGes necroticas também no timo. Os principios ativos da
B. coridifolia foram isolados e identificados como sendo os tricotecenos macrociclicos:
roridinas A, D e E; verrucarinas A e J e miotoxina A. Em relacdo ao mecanismo de
acao, trabalhos recentes in vitro demonstraram que as roridinas e as verrucarinas,
promovem apoptose em tecido linféide. Deste modo, considerando a toxicidade desta
planta aos tecidos linféides, o objetivo do presente estudo foi investigar se linfocitos
tumorais (linfoma) seriam mais sensiveis aos efeitos toxicos da B. coridifolia que
linfécitos normais. Para tal, fez-se um experimento in vitro com culturas de linfocitos
provenientes do baco e timo de camundongos higidos, bem como células do linfoma
murino A20 e carcinoma mamario de Ehrlich tratadas com o Residuo Hexanico (RH)
obtido do extrato etandlico de B. coridifolia por 24 horas. A viabilidade celular foi
verificada pela técnica MTT, na qual se evidenciou diminuicdo da viabilidade das duas
linhagens tumorais tratadas, linfoma A20 e carcinoma de Ehrlich, sem alteragdo na
viabilidade dos linfocitos normais. Para melhor caracterizar este efeito toxico do RH em
linfécitos tumorais, camundongos nude (NMRI-nu/nu) foram inoculados com células
A20, sendo posteriormente tratados por via oral, durante sete dias, com RH, associado

ou ndo a uma aplicacao intraperitoneal do quimioterapico ciclofosfamida no primeiro dia



de tratamento. Resultados mostraram que os animais tratados com RH foram menos
afetados com a ocorréncia de metastase do linfoma primario para outros érgaos e que
as involucdes tumorais foram mais expressivas no grupo submetido a associacdo deste
tratamento com uma aplicacdo de ciclofosfamida. Estes resultados permitem sugerir

gue linfdcitos tumorais sdo mais suscetiveis aos efeitos toxicos da B. coridifolia.

Palavras-chave: Baccharis coridifolia. Tricotecenos Macrociclicos. Linfoma AZ20.

Tratamento antitumoral. Camundongos nude.



ABSTRACT

VIEIRA, J. Baccharis Coridifolia’s effects on lymphoma affected mice. [Efeitos de
Baccharis Coridifolia em camundongos portadores de linfoma]. 2010. 106f Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2010.

Baccharis coridifolia is a toxic plant from Compositae family, genus Baccharis L., known
as “mio-mio”. It is found in the south of Brazil, as well as in some regions of Sdo Paulo
state. In bovines, its intoxication leads to necrotic injuries to gastrointestinal tract and
linfoid tissues. In mice, B. coridifolia leads, apart from linfoid solids in general to necrotic
injuries in thymus. B. coridifolia’s active principles were isolated and identified as being
macrocyclic tricotecenes: roridines A, D and E; verrucarines A and J and miotoxine A.
Related to action pathway, recent research (in vitro) has shown that roridines and
verrucarines, B. coridifolia’s active principles, lead to apoptosis in linfoid tissues.
Therefore, considering this plant’s toxicity to linfoid tissues, this work aimed the study of
whether tumoral lymphocytes (lymphoma) would be more sensitive to B. coridifolia’s
effects than regular lymphocytes. In this sense, an experiment was carried out (in vitro)
using healthy mice’s lymphocytes from spleens and thymus, as well as cells from murine
A20 lymphoma and Ehrlich breast carcinoma treated with a residue (RH, hexane
obtained) from a B. coridifolia’s ethanol effusion (24 hours). The cell viability was tested
using MTT technique, where a decrease in viability was found for treated tumoral cells
lineages, A 20 lymphoma and Ehrlich carcinoma, with no changes in normal
lymphocytes viability. To find a better characterization to RH’s toxic effect in tumoral
lymphocytes, nude mice (NMRI-nu/nu) were inoculated with A 20 cells and then were
orally treated, during 7 days, with RH, and, in some cases, with intraperitonial injection
of cyclophosphamide, during the first day of treatment. Results showed that RH treated
animals were less affected to primary lymphoma metastasis in other organs and tumoral

involutions were more prominent in the group treated with cyclophosphamide



concomitantly. These results suggest that tumoral lymphocytes are more susceptible to

B. coridifolia’s toxic effects.

Key words: Baccharis coridifolia. Macrocyclic tricotocenes. A 20 lymphoma. Antitumor

treatment. Nude mice.
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1. INTRODUCAO

1.1 SOBRE A Baccharis coridifolia E SEUS PRINCIPIOS ATIVOS

A Baccharis coridifolia pertence a familia Compositae, género Baccharis L.,
conhecida popularmente como “mio-mio”. Esta planta “¢ um subarbusto didico (as
inflorescéncias da planta fémea e macho aparecem em espécimes separadas), de 50 a
80 cm de altura, ramosa, com folhas lineares agudas de 15 a 25 mm de comprimento
por 1,2 a 5 mm de largura. Possui capitulos humerosos dispostos em récinos densos
nas extremidades dos ramos. Os capitulos femininos tém de 8 a 10 flores brancas e
filiformes. Os espécimes masculinos apresentam invélucro campanulado, as flores sédo
de 10 a 18, com papilhos brancos e crespos” (OCHIONI, 1944). A B. coridifolia habita
0S campos nativos de areas ndo umidas. A ocorréncia desta planta esta relacionada
com o clima subtropical tmido; assim no Brasil a B. coridifolia € mais comumente
encontrada no Rio Grande do Sul, na fronteira com Uruguai e Argentina e, ainda, nos
estados de Santa Catarina, Parana e até no estado de S&o Paulo (TOKARNIA, 2000).

A B. coridifolia é uma das plantas téxicas mais importantes do sul do Brasil
(OCCHIONI, 1944). Para designar plantas de aspecto semelhante a esta, a populacao
acrescenta adjetivos ou usa o diminutivo como “mio-mio grande” e “mio-miozinho”; no
entanto, até o momento s6 se reconhece como planta toxica duas espécies de
Baccharis, a saber: B. coridifolia e B. megapotamica. Deve-se salientar, neste contexto
que no Mato Grosso do Sul, o termo “mio-mio” é usado de forma indiscriminada para
muitas plantas supostamente téxicas, algumas com leve semelhanca com a B.
coridifolia; entretanto, esta espécie ndo ocorre neste estado (TOKARNIA, 2000).

As espécies sensiveis a intoxicagcao por esta planta, sob condi¢bes naturais, séo,
sobretudo a bovina e a ovina (BARROS, 1993), mas suinos e equinos também podem
se intoxicar (COSTA, 1995). A intoxicacao espontanea pela B. coridifolia € mais comum

em animais originarios de regides onde ndo ha a planta, recém-introduzidos nas
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pastagens de sua ocorréncia. Animais oriundos de regides onde a planta ocorre,
geralmente ndo ingerem a planta, salvo nos casos de animais muito jovens, quando
comecam a pastar, apds queimadas no pasto ou em superlotagdo do rebanho. Sob
condigBes experimentais, ha estudos em bovinos (TOKARNIA; DOBEREINER, 1976;
VARASCHN; BARROS; JARVIS, 1998), ovinos (TOKARNIA; DOBEREINER, 1976),
coelhos (DOBEREINER; REZENDE; TOKARNIA, 1976), equinos (COSTA, 1995) e
camundongos (VARASCHIN, 2002).

Ha grande variacdo na toxidez de B. coridifolia. De fato, muitos fatores podem
influenciar o conteddo de metabolitos secundarios de uma planta. A época em que uma
planta € coletada é um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade, e até
mesmo a natureza dos constituintes ativos, ndo € constante durante o ano todo. A
idade e o desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgdos vegetais,
também séo de consideravel importancia e podem influenciar ndo sé a quantidade total
de metabdlitos produzidos, mas também as proporcdes relativas dos componentes de
misturas. Sabe-se também que tecidos mais novos geralmente possuem maior taxa
biosintética de metabdlitos, tais como Oleos essenciais, lactonas sesquiterpénicas,
acidos fendlicos, alcaldides, flavonoides e estilbenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
De fato, nota-se frequentemente uma correlacdo inversa entre alta atividade metabdlica
e producdo de aleloguimicos, isto €, um decréscimo na producdo de metabdlitos
secundarios em periodos de crescimento tecidual rapido.

Em relacéo a B. coridifolia, fatores como sazonalidade, temperatura, disposicéo
hidrica, género e partes da planta, radiacdo ultravioleta e idade, influenciam na
toxicidade. Assim, por exemplo, durante o verdo do Rio Grande do Sul, no més de
marco (planta em floragéo e frutificacéo) a B. coridifolia pode ser cerca de quatro a oito
vezes mais téxica do que em outubro-novembro (planta em brotacdo). A proporgéo
planta seca para planta verde de B. coridifolia, em termos de peso, foi estabelecida
como 1:4 na brotacdo e 1:3 na floragdo (TOKARNIA; DOBEREINER, 1976); porém, a
planta perde aproximadamente a metade de sua toxidez no processo de dessecacédo. A
planta feminina pode ser até 32 vezes mais toxica do que a masculina. Sdo téxicas
todas as partes da planta, na seguinte ordem decrescente: flores e sementes, folhas,
talos e raiz. Em experimentos em coelhos com B. coridifolia em floragdo, as partes

aéreas da planta juntas (flores, inflorescéncias e sementes) foram até 16 vezes mais
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toxicas, quando comparadas somente com as folhas (TOKARNA; DOBEREINER;
PEIXOTO, 2000).

As manifestacdes clinicas observadas em bovinos intoxicados com “mio-mio” em
geral sdo semelhantes aquelas observadas nas outras espécies animais, tais como nos
camundongos e se caracterizam por anorexia, timpanismo, instabilidade dos membros
posteriores, tensdo abdominal aumentada, sensibilidade abdominal. Os animais
apresentam muflo seco, secrecdo ocular, atonia ruminal, leve sialorréia, polidipsia,
taquipnéia e tremores musculares (TOKARNIA; DOBEREINER, 1976; VARASCHIN;
BARROS; JARVIS, 1998). Em alguns casos, as fezes dos bovinos intoxicados
mostram-se ressequidas (TOKARNIA; DOBEREINER, 1976) outras situacdes, ao
contrario, verifica-se diarréia profusa, associada a estrias de sangue (VARASCHIN;
BARROS; JARVIS, 1998). Nota-se em bovinos intoxicados com a planta verde recém-
colhida, o inicio das manifestacdes em cerca de cinco a 29 horas, e o tempo decorrido
entre o0 aparecimento do quadro clinico e a morte, de quatro a 34 horas. Com a planta
dessecada, a oscilacdo em bovinos, nos casos fatais, oscila entre oito e 63 horas, e o
prazo entre a administracdo da planta e a morte do animal entre 25 e 75 horas
(VARASCHIN; BARROS; JARVIS, 1998). A evolucdo da intoxicagdo nos quadros que
culminam com a morte do animal é sempre aguda. Em geral, a toxicidade em bovinos
pode variar entre 0,25 a 2g/kg da planta fresca.

Os achados de necropsia em bovinos sao de congestéo e erosao da mucosa do
trato gastrointestinal, com presenca de edema e petéquias, sendo ainda possivel
verificar em alguns casos conteldo hemorragico em ceco e célon (BARROS, 1993;
VARASCHIN; BARROS; JARVIS, 1998). Orgaos e tecidos linfaticos como linfonodos,
baco e placas de Peyer também séo afetados, apresentando edema e hemorragia no
parénquima (VARASCHIN; BARROS; JARVIS, 1998). As lesdes microscépicas
descritas em bovinos intoxicados experimentalmente, que culminaram com a morte do
animal, caracterizaram-se por edema, necrose e desprendimento do epitélio da mucosa
do rumen e do reticulo, congestdo em baco e nos espacos de Disse do figado
(TOKARNIA; DOBEREINER, 1976; VARASCHIN; BARROS; JARVIS, 1998). A necrose
dos linfonodos foi um achado consistente em experimento realizado com bovinos
intoxicados experimentalmente por “mio-mio”. Neste estudo realizado por Varaschin e

colaboradores (1998), observou-se a ocorréncia de necrose mais intensamente em
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foliculos secundarios. A necrose foi caracterizada pela presenca de células com
citoplasma eosinofilico e nucleo picnotico ou em cariorrexia. A necrose também foi
observada em baco, placas de Peyer e acumulos linféides da submucosa do duodeno.

Na intoxicacdo experimental de camundongos, realizada com folhas de B.
coridifolia dessecada, em fase de brotacédo, a dose letal foi observada a partir de 5g/kg
(VARASCHIN, 2002). Ainda, nesta mesma pesquisa, verificou-se que o inicio das
manifestagdes clinicas ocorreu ao redor de 12 horas, sendo o periodo de tempo entre a
administragao da planta e a morte dos animais entre 14 e 300 horas. Os resultados
obtidos neste estudo demonstram gque 0s camundongos € a-espécie mais resistente a
intoxicacao por esta planta.

Nos achados macroscopicos dos camundongos que vieram a Obito com a
intoxicacdo no estudo conduzido por Varaschin (2002), observou-se desidratacdo de
moderada a grave em todos os animais. Além disso, 0 autor relata a presenca de
conteudo sanguinolento no intestino delgado de alguns animais, bem como aumento no
volume dos linfonodos. Na anélise microscépica dos érgaos destes camundongos, pode
ser observada a necrose acentuada do centro germinativo dos foliculos secundarios
dos linfonodos de alguns animais, enquanto que em outros, foi constatada a hiperplasia
reacional dos centros germinativos, associada a presenca de macrofagos ao longo dos
seios subcapsular, cortical e medular. No baco de alguns camundongos também se
observou necrose dos foliculos secundarios e o timo se apresentava com necrose
evidente. Ainda, em relacdo a esta pesquisa, um achado importante se refere ao estudo
imunohistoquimico dos o6rgaos linféides dos animais, no qual evidenciou que o0s
linfécitos B sdo mais afetados pela ingestdo da planta do que os linfocitos T.

Quanto aos principios ativos da B. coridifolia, estes foram isolados e identificados
como sendo os tricotecenos macrociclicos. A roridina A e roridina E sdo os principais
tricotecenos da planta e representam 0,09% do peso deste vegetal dessecado. Os
outros compostos contidos na B.coridifolia sdo do mesmo grupo e foram denominados
miotoxina A, B, C, D e F; isomiotoxina D e os biologicamente inativos miofitocenos A e
B (HABERMEHL et al., 1985). A roridina D; as verrucarinas A e J e seus glicosideos
também foram isolados (JARVIS et al., 1987, 1988).
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1.2 SOBRE OS TRICOTECENOS MACROCICLICOS

Os constituintes quimicos dos vegetais se dividem em dois grandes grupos, 0S
metabdlitos primarios que estdo associados a producdo de celulose, lignina, proteinas,
lipidios, acucares e outras substancias que realizam suas principais funcdes vitais e 0
chamado metabolismo secundario, do qual resultam substancias de baixo peso
moleculares as vezes produzidas em pequenas quantidades. No metabolismo
secundéario das plantas ha a biossintese de estruturas complexas como alcaldides,
terpendides e fenilpropandides. Os metabdlitos secundarios sdo formados por varios
caminhos biossintéticos que produzem moléculas dotadas de grande diversidade de
esqueletos carbonicos e grupamentos funcionais.

Os tricotecenos sdo potentes micotoxinas e tém sido isolados de uma grande
variedade de fungos comuns ao solo. Estes fungos crescem na rizosfera das plantas,
gue absorvem as micotoxinas e as incorporam em seu sistema, como ocorre na B.
coridifolia. Os tricotecenos sado derivados terpénicos, que sdo metabdlitos secundarios
das plantas e de fungos. A biogénese dos terpendides nas plantas ocorre pela via do
mevalonato e constituem uma grande variedade de substancias vegetais derivadas do
isopreno. A unidade isoprénica origina-se a partir do acido mevalbénico que é formado
pela condensacdo de uma unidade de acetoacetil-CoA com uma molécula da acetil-
CoA, a partir da glicose. O grupo dos tricotecenos apresenta um anel sesquiterpendide
(possuem 15 carbonos-3 unidades isoprénicas) em comum, e podem ser classificados
de acordo com a presenca ou auséncia de grupos funcionais caracteristicos associados
a este anel. Sendo assim, podem ser divididos em dois grupos: os tricotecenos simples,
como o diacetoxiscipernol, a toxina T-2, o verrucarol, o tricodermol; e os tricotecenos
macrociclicos, como a roritoxina B; a mirotoxina B; as roridinas A, D, E; as verrucarinas
A e J, os bacarinoides B4, B5 e B12 e 16-Hidroxiverrucarina A (UENO, 1983; JARVIS et
al., 1987). Fungos do género Fusarium sdo os maiores produtores dos tricotecenos
simples, enquanto os fungos Stachybotrys atra, Myrothecium roridum e Myroyhecium
verrucaria sdo 0s mais importantes produtores dos tricotecenos macrociclicos (UENO,
1983).
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Todos os tricotecenos apresentam uma funcédo quimica epéxido na posicado dos
carbonos 12,13, a qual é responsavel por sua atividade téxica. Os tricotecenos
macrociclicos apresentam um anel macrociclico associado ao anel sesquiterpendide, na
posicéo dos carbonos quatro e cinco (SUDAKIN, 2003).

Quanto ao mecanismo de acdo destes compostos, sabe-se que se ligam a
subunidade 60s do ribossomo interagindo com a enzima peptdiltransferase. Esta
interacdo leva a inibi¢cdes variaveis das ligagdes peptidicas dependendo da estrutura
quimica de cada tricoteceno. O grupamento epéxido é necessario para inibicdo da
sintese protéica, e a variacdo das estruturas associadas ao anel sesquiterpendide
acarretam em efeitos adicionais variaveis (SUDAKIN, 2003).

Foi demonstrado que a reducdo do grupo epdxido dos tricotecenos ocorre no
trato gastrointestinal de ratos, bovinos e suinos (SWANSON et al., 1988), Sendo a
eliminacdo de meia-vida curta em ratos (cerca de 30 minutos). Em bovinos e suinos a
meia-vida de eliminacdo ocorre dentro de 3-5 horas (ROTTER; PRELUSKY; PESTKA,
1996), o maior tempo de contato com a mucosa gastrica e intestinal em bovinos faz
com que haja maior incidéncia de edema e hemorragia do trato gastrointestinal nesta
espécie, quando comparada a murina (VARASCHIN et al., 2002).

Tem sido relatado que os tricotecenos possuem varias propriedades bioldgicas,
algumas delas muito desejaveis, como atividade antibidtica, antiviral e antileucémica;
por outro lado, apresentam também e acdo imunotoxica (KUPCHAN et al., 1977;
JARVIS et al., 1988; ISAKA et al., 1999; HUGHES et al., 1989; GARCIA et al., 2002).
Doses orais de 10mg/kg da toxina T-2 em camundongos resultaram na apoptose de
linfécitos em timo, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer (NAGATA et al., 2001).
Ainda em relacdo a toxina T-2, a menor dose capaz de provocar alteracdes no sistema
imune de suinos, foi de 0,029mg/kg/dia (RAFAI et al., 1995).

Em tecidos humanos, foi relatado a citotoxicidade em megacariécitos e em
progenitores eritréides e mieléides em estudo in vitro (FROQUET;, SIBIRIL; PARENT-
MASSIN, 2001). Em estudo realizado com cultura de linfocitos humanos, verificou-se
que a exposicdo destas células a baixas doses de tricotecenos, promoveu aumento da
producdo de imunoglobulinas. Entretanto, quando da exposicdo a altas doses de
tricotecenos, houve decréscimo da producdo das imunoglobulinas (THUVANDER;
WIKMAN; GADHASSON, 1999).
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Em relagéo aos tricotecenos macrociclicos, trabalhos recentes realizados in vitro
demonstraram que as roridinas e as verrucarinas, principios ativos da B. coridifolia,
induzem a producéo de interleucina IL-2 e IL-6, também do fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e promove ainda apoptose em tecido linféide (CHUNG; JARVIS; PESTKA,
2003). Além disto, em outro estudo realizado por Ueno et al., 1995, foi observado que
alguns tricotecenos macrociclicos induziram apoptose de células leucémicas pro-

mieldticas humanas.

1.3PRINCIPIOS ATIVOS DE PLANTAS E SEUS POTENCIAIS USOS
TERAPEUTICOS

O emprego de plantas com finalidades terapéuticas ha muito tempo ocorre,
podendo até mesmo ter contribuido para o desenvolvimento da humanidade. H& relatos
de que o povo Sumério ha mais de 4.000 a.C., j& empregava algumas plantas com
atividade farmacoldgica, como a Papaver somniferum (papoula), de onde se obtinha o
Opio para minorar e/ou abolir a dor. A industria farmacéutica sempre utilizou estas
plantas empregadas na medicina “popular” com o objetivo de isolar os principios ativos
das mesmas para emprego terapéutico, sendo vasta a gama de exemplos de principios
ativos obtidos de plantas e que sdo empregados amplamente na medicina, como a
atropina extraida da Atropa belladona, os digitalicos extraidos da Digitallis purpurae
entre tantos outros.

Atualmente, descobrir novas moléculas ou novas estratégicas terapéuticas tem
se ampliado muito devido a busca crescente da cura do céancer e de outras doencas
como aqguelas auto-imunidades. Tal fato ndo tem ocorrido apenas dentro da medicina
humana, mas também na veterinaria, uma vez que, além da melhora no método
diagnéstico, a sobrevida de animais domésticos aumentou significantemente,

particularmente naqueles de companhia, e com ela surgiram tais doencas.

Dentre as neoplasias que acometem tanto o ser humano quanto os animais

domeésticos, esta o linfoma ou linfossarcoma, que é um tumor que se origina em
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orgao hematopoiético sdlido, como linfonodos, baco ou figado (COUTO, 1992). Essa
€ a neoplasia hematopoiética mais comumente relatada em cdaes, perfazendo
aproximadamente 90% dos casos, com prevaléncia anual de 24/100.000
(MOULTON; HARVEY, 1990).

Inmeros sé@o os protocolos propostos para o tratamento de pacientes com
linfoma, sendo a ciclofosfamida, um quimioterapico alquilante, um dos medicamentos
mais empregados para esta finalidade (WITHROW; MACEWEN, 2007). Porém, a
semelhanca de outros medicamentos antineoplasicos, ha diversos efeitos
indesejaveis, tais como mielotoxicidade, nauseas, fraqueza, queda de pélos, dentre
outros e; além disto, deve-se considerar que, mesmo com 0 tratamento, 0

prognostico nem sempre é favoravel.

Os variaveis efeitos citotoxicos dos tricotecenos incitam a maiores investigacdes
para a avaliacdo destes metabolitos como possiveis candidatos a agentes
terapéuticos no tratamento do céancer. Portanto, sabendo-se que 0s tricotecenos
macrociclicos da B. coridifolia possuem atividade citotéxica sobre linhagens de
células linféides, o objetivo do presente trabalho foi o de investigar se o uso do
extrato desta planta, in vivo, em doses sabidamente n&o toxicas, seja de forma
isolada ou associado a ciclofosfamida, poderia vir a contribuir como potencial arsenal

terapéutico no tratamento de neoplasias de origem linfoide, os linfomas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a administracdo do extrato da B. coridifolia, isoladamente ou em
associagdo com a ciclofosfamida promoveria melhora clinica em camundongos

portadores de linfoma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a toxicidade de diferentes extratos e doses da B. coridifolia em
camundongos.

e Padronizar e estabilizar, in vitro, o linfoma A20, o qual foi inoculado nos animais
experimentais.

e Avaliar a atividade dos extratos de B. coridifolia em esplendcitos, timoécitos e
células tumorais de Ehrlich e linfoma A20.

e Avaliar os efeitos do residuo hexanico (RH) de B. coridifolia em camundongos
portadores de linfoma.

e Determinar quimicamente a presenca de tricotecenos macrociclicos na B.

coridifolia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram camundongos de trés diferentes linhagens. Na primeira etapa do estudo
foram empregados animais, machos, da linhagem Balb/C e Swiss, com 60 dias de
idade, pesando entre 25-35g, provenientes do Biotério do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(FMVZ/USP).

Na segunda etapa, foram empregados camundongos nude, 0s quais apresentam
falha do desenvolvimento do timo, sendo homeados de camundongos atimicos. Nestes
camundongos a aplasia do timo leva a uma sindrome de efeitos pleiotropicos como a
auséncia de pélos, deficiéncia da funcédo reprodutiva e da competéncia do sistema
imune (auséncia de linfécitos T). Foram utilizados camundongos nude fémeas em
condi¢cbes Specific Pathogen Free (SPF), com 60 dias de idade, pesando entre 15 e
20g, provenientes do Biotério do Departamento de Patologia da FMVZ/USP.

Durante todo o experimento, os animais das trés diferentes linhagens
permaneceram em caixas de policarbonato, em nimero maximo de 05 animais por
caixa. As caixas foram forradas com maravalha, sendo os animais mantidos em sala
com aeracao, exaustdo e climatizacdo controladas, com temperatura entre 22 e 24° C,
umidade relativa de 55% e ciclo de luz noite/dia de 12 h, recebendo racdo balanceada e
agua ad libitum). O presente projeto foi aprovado pelo comité de Bioética da FMVZ/USP
(protocolo numero 1300/2008).

3.2 DROGAS E REAGENTES

Os principais reagentes e drogas utilizadas durante esse relatorio foram: acido

acético (Synth), azul de Trypan (Gibco), cloreto de sédio (Nuclear), cloroférmio
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(Nuclear), EDTA 1mM (Sigma), meio RPMI (Gibco), metanol (Synth), penicilina e
estreptomicina (Gibco), solucdo de formalina a 4%, solucdes de PBS e PBS glicosado
(Sigma), solucéo de NaCl a 0,9%, tripsina (Life Technologies), soro bovino fetal (Gibco),
xilazina (Anasedan®-Vetbrands) e cetamina, (Dopalen®-Vetbrands), Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) test (Charles River Endosafe®, U.S. License No. 1197) Charles

River Laboratories, Inc. (Charleston, SC).

3.3 MATERIA VEGETAL

As folhas de B. coridifolia foram coletadas em uma propriedade da regido de
Pelotas (RS), nos periodos de fevereiro e setembro de 2008. Apds secagem total, foram
trazidas para o Departamento de Patologia FMVZ/USP, sendo mantidas em freezer
regulado para a temperatura de -20°C até o momento da producdo dos extratos da B.

coridifolia.

3.4 PROCEDIMENTOS

Foram realizados procedimentos para obtencdo de diferentes extratos de

Baccharis coridifolia, analise quimica e ensaios biol6gicos com os extratos obtidos.

3.4.1 Obtencéo dos extratos da B. coridifolia

Os extratos de B. coridifolia foram preparados de duas maneiras: o EB, como
proposto por Varaschin (2002), e o EE, a partir de processo de rotoevaporagao
adaptado em nosso laboratorio. Os processos para a obtencdo dos extratos sao

descritos a seguir:
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a) Obtencao de Extrato Bruto (EB):

Foram preparadas duas solucbes a partir de duas amostras diferentes, uma
solucdo preparada com amostra coletada em fevereiro de 2008, composta de talos e
folhas (EB1) e outra solugdo preparada com amostra coletada em setembro de 2008,
composta por folhas (EB2). Para o preparo das solugdes, a planta foi triturada e moida
em liquidificador com agua destilada, foi entdo obtida uma solucdo-mée a partir da
amostra da B.coridifolia que continha altas concentracdes de talos junto as folhas
secas/mL (EB1) e outra amostra, na qual se verificava pouca concentracdo de talos
junto as folhas secas/mL (EB2). As soluc¢des foram mantidas no congelador (-20°C), até
imediatamente 0 momento de seu uso, quando foram preparadas para serem

administradas aos camundongos.

b) Obtencao de Extrato Etandlico (EE):

Foram preparadas duas solucbes a partir de duas amostras diferentes, uma
solucéo preparada com amostra coletada em fevereiro de 2008, composta basicamente
por talos e uma pequena quantidade de folhas (EE1); e outra solugéo obtida a partir de
amostra da planta, coletada em setembro de 2008, sendo esta amostra composta
somente por folhas (EE2).

As amostras coletadas foram preparadas separadamente, sendo trituradas em
um liquidificador e maceradas com alcool etilico 95% durante trés dias. A solucédo obtida
foi filtrada e acondicionada em baldo volumétrico para posterior rotaevaporacdo. O
residuo vegetal restante foi submetido a nova extracdo com alcool etilico 95%, sendo
este processo repetido por quatro vezes, sempre utilizando o mesmo residuo vegetal
obtido das folhas e/ou talos macerados. As solucdes obtidas foram concentradas com
um rotoevaporador sob pressédo reduzida a 50° C para eliminar o solvente (&lcool etilico
95%). Os extratos secos obtidos (EE1 e EE2) foram mantidos sob temperatura -20° C

até o preparo da solucédo-mae.

) Obtencgéo do Residuo Hexanico (RH):

O EE2 foi submetido a extragdo com hexano e posteriormente filtrado,

resultando em dois residuos: residuo soluvel em hexano (RH) e residuo insoluvel em
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hexano (RIH). O RH obtido foi mantido sob temperatura -20° C até o preparo da
solucdo-mae.

Possiveis contaminacdes dos extratos por endotoxinas foram verificadas com o
teste Limulus Amebocyte Lysate (Charles River Endosafe®, U.S. License No. 1197). Os
niveis de endotoxina encontrados em ambas as amostras foram inferiores a 0, 125
UE/mL, um valor que corresponde ao limite de deteccdo do ensaio, demonstrando,
portanto, que os extratos obtidos ndo apresentaram contaminag¢ao por endotoxinas em

niveis capazes de alterar os resultados experimentais de testes biolégicos ou in vitro.

3.4.2 ldentificacéo dos tricotecenos macrociclicos no extrato etanélico de B. coridifolia

Os extratos etanodlicos (EE1 e EE2) de B. coridifolia foram diluidos de duas
maneiras: primeiramente com agua (1), para obtencdo das fracbes mais polares, e
posteriormente com hexano (2), para obtencéo das fragbes mais apolares: 1) Diluicao
do EE com &gua e filtracdo, obtendo-se dois residuos: residuo insolivel em agua (RIA)
e a solucdo aquosa (SA). A solucdo aquosa foi extraida sucessivamente com acetato
de etila, onde se obteve o residuo acetato de etila (RAE), e posteriormente foi extraida
com butanol saturado com agua, onde se obteve o residuo butandlico (RB) e o residuo
aguoso final (RA). 2) Diluicdo do EE com hexano, obtendo-se dois residuos: residuo
hexanico (RH) e residuo insolivel em hexano (RIH). O residuo insolavel em hexano foi
diluido em diclorometano, obtendo-se dois novos residuos: residuo insoluvel em
diclorometano (RID) e residuo diclorometano (RD). O fluxograma é apresentado no item
resultados.

Foi realizada a andlise cromatografica dos residuos obtidos previamente.
Primeiramente foi utilizada cromatografia em camada delgada (TLC), tendo como fase
estacionaria silica-gel placa 60F e como fase movel cloroférmio (93): acetona (7).
Posteriormente utilizou-se como fase maovel cloroférmio (9): metanol (1). Também foi

realizada analise bidimensional do EE de B. coridifolia pelo método de cromatografia de
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alta resolucédo (HPTLC), utilizando-se como fase movel 1- cloroférmio (93): acetona (7)

e 2- cloroférmio (9): metanol (1). Como solucao reveladora foi utilizada H,SO,4 10%.

3.4.3 Identificacao dos tricotecenos macrociclicos no Residuo Hexanico de B. coridifolia

a. Cromatografia em coluna

Os RHs obtidos do EE1 e EE2 foram submetidos a duas colunas de
fracionamento em silica gel: coluna 01 (EE1) e coluna 02(EE2). Para tanto, 30g de
silica gel 60H (1077361000-Merck) foi solubilizada com o mesmo eluente (fase mével)
utilizado na corrida: cloroformio (93): acetona (7). Foram utilizados 400 ml de eluente
para fase movel. Utilizou-se 300mg de RH para a corrida, sob média pressao. Foram
coletadas 40 fracdes de 6 ml para coluna 01 e 70 fracBes de 03 mL para coluna 02. As
fracOes obtidas da coluna 01 foram nomeadas em ordem numérica de 1.0 a 1.40 como
BC1, as fracdes obtidas da coluna 02 foram nomeadas em ordem numérica de 2.0 a
2.70 como BC2.

b. Cromatografia em camada delgada

As fracbes BC1 e BC2 foram submetidas a cromatografia em camada delgada
(TLC), tendo como fase estacionaria silica-gel placa 60F e como fase movel cloroformio
(93): acetona (7). Juntamente com as fracdes utilizou-se na corrida amostra do RH e
padrao sitosterol (esterdide) para comparacao dos indices de retencéo (Rf). As fracdes
de BC1l também foram reunidas e posteriormente submetidas a cromatografia em

camada delgada da seguinte maneira:

BC1. 0 = Fragao A BC 1.14-1.22= Fragéo F
BC1. 1-1.4=Fragéo B BC 1.23-1.26=Fracgéo G
BC 1.5-1.8=Fracédo C BC 1.27-1.29=Fracao H
BC 1.9-1.11=Fracdo D BC 1.30-1.34=Fracéo |

BC 1.12-1.13=Fracao E BC 1.35-1.40=Fracao J
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3.4.4 Administracdo dos extratos aos animais

a. Extrato Bruto (EB) e Etandlico (EE)

A administracdo do extrato bruto foi feita por via oral, através de gavage, nas
doses de 0,1; 0,3; 1,0; 2,0 e 3,0 g/kg, durante 21 dias. As solucbes foram preparadas
imediatamente antes da administracdo, diluindo-se o extrato em &agua destilada. A
solucdo de EEL1 foi obtida, diluindo-se o extrato em uma mistura agua-6leo de girassol,
para permitir a sua melhor dissolucdo. Administrou-se o EE1 aos camundongos na dose

de 2,0 g/kg, durante sete dias.

b. Residuo Hexanico (RH)

A administracéo do residuo hexanico foi feita por via oral, por meio de gavage, na dose
de 0,5g/kg, durante 07 dias. A solucdo foi preparada imediatamente antes da

administracdo, diluindo-se o RH em &gua-tween20® para permitir a sua melhor

dissolucéo.

3.4.5 Ganho de peso dos animais

Os animais foram pesados antes do inicio do delineamento e depois, a cada dois
dias, para avaliacdo do ganho de peso dos mesmos e adequacgado das doses a serem

administradas.

3.4.6 Manutencéo do linfoma A20 in vitro

As células do linfoma A20 foram adquiridas do banco de células ATCC

(American Type Culture Collection), por intermédio do banco de células do Rio de
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Janeiro (Cell Bank RJ) e foram mantidas em cultura em meio RPMI-1640 enriquecido
com 10% de soro fetal bovino (SFB) estéril em concentracéo de aproximadamente 1,0 x

10° células/mL por garrafa de cultura, em estufa umidificada a 37°C e 5% CO..

3.4.7 Manutencéo do tumor de Ehrlich in vivo

O tumor ascitico de Ehrlich vem sendo mantido in vivo no biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria-USP, por sucessivas

passagens sob crescimento intraperitoneal em camundongos BALB-c e Swiss.

3.4.8 Contagem global das células da medula 6ssea

As células da medula 6ssea foram obtidas da cavidade femoral de cada animal,
apoés a lavagem da mesma com 5,0 mL de solucéo resfriada de RPMI (ajustada no ph
de 7,4). As células foram acondicionadas em tubos cénicos de 15 mL e dispersas com
auxilio de pipeta tipo Pasteur até se obter uma suspensdo celular homogénea.
Posteriormente, 10uL desta amostra foram colhidos e diluidos na razdo de 1:100 em
Azul de Trypan (diluido 6x em PBS). A viabilidade e contagem global das células

nucleadas foram realizadas em camara de Neubauer.

3.4.9 Hemograma, bioquimica e peso relativo do baco e timo

Ao término do tratamento com B. coridifolia todos os animais foram anestesiados
com xilazina (8mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) por via i.p., para coleta de sangue por

puncédo intracardiaca, em eppendorfs de 1,5 mL contendo EDTA 10%. Em seguida,
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realizou-se o0 hemograma em aparelho automatizado (Vet ABC Animal Blood Counter,
Horiba ABX Diagnostics). Apds separacdo do plasma foi realizada dosagem das
enzimas: Alanina Aminotransferase (ALT), Uréia, Creatinina, Proteina Total, Albumina, e
Gama Glutamil Transferase (GGT) em aparelho automatizado (Bioplus Bio 200F).
Imediatamente apds a coleta do sangue realizou-se a coleta do bago e timo para o

calculo de peso relativo.

3.4.10 Avaliacao histopatoldgica

ApOs o periodo experimental, os animais foram submetidos a eutanasia para
avaliacdo macroscopica de possiveis lesdes e para coleta dos seguintes 6rgaos: figado,
baco, placas de Peyer, timo, linfonodos mesentéricos, pulméao, rins e tumor subcutaneo.
Estes tecidos foram fixados em formol (10%) e emblocados em parafina e,
posteriormente, as laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE).
Estas laminas histopatolégicas foram observadas em microscopio de luz, acoplado com
a maguina fotografica Nikon DXM 1200c; para analise das imagens foi usado o
programa IMAGE PRO PLUS ©.

3.4.11 Inoculagéo do linfoma A20 em camundongos nude

As células tumorais de linfoma A20 foram cultivadas previamente em meio RPMI-
1640 enriguecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) estéril em concentracdo de
aproximadamente 1,0 x 10° células/mL por garrafa de cultura, em estufa umidificada a
37°C e 5% CO, até que atingissem a concentracdo ideal de 5X10° células/mL. Os
animais foram inoculados sob condi¢des estéreis em fluxo laminar, subcutaneamente
na regido entre as escépulas, com 0,2mL de solucdo salina estéril contendo 1X10°
células. Os animais foram mantidos no biotério em condicbes SPF até que os tumores

fossem palpaveis ou atingissem o minimo de 10 mm na medida do diametro maior.
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3.4.12 Padronizagéo das células tumorais A20, esplendcitos e timocitos in vitro

Para padronizacdo do numero de células A20 a serem utilizadas em estudos
posteriores in vitro, as células tumorais linféides foram plaqueadas em quadruplicatas
em duas diferentes placas de 96 wells (placa 1 e placa 2), nas concentra¢des de 1x10’
cél/ml; 1x10° cél/ml; 1x10° cél/ml; 1x10* cél/ml e 1x10° cél/ml em meio RPMI-1640
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) estéril. Como controle negativo foi
plagueado apenas o meio de cultura utilizado, na mesma concentracdo. As células
plagueadas foram mantidas em estufa umidificada a 37°C e 5% CO, durante
respectivamente 24horas (placal) e 48horas (placa 2). Apés o periodo de incubacéo
respectivo para cada placa, adicionou-se 10l do reagente MTT (ATCC numero 30-
1010K) em cada poco e incubou-se novamente em estufa umidificada a 37°C e 5%
CO,, durante 3horas. Apoés este periodo foi adicionado 100 pl de éalcool isopropilico
acidificado (10% em HCI 0,01N) e mantiveram-se as placas durante lhora em
temperatura ambiente abrigadas da luz. Os cristais de tetrazélio formados foram
dissolvidos mecanicamente com pipeta, em seguida as placas foram analisadas em
espectrofotometro (Pharmacia Biotek Ultrospec 3000, UV/Visible Spectophotometer) na
absorbancia de 570nm. O ensaio de MTT se baseia na reducdo deste sal pelas células
metabolicamente ativas, por meio das enzimas desidrogenases presentes nas
mitocondrias. Estas enzimas catalisam a reacéo dos ions H" liberados pela reagdo dos
tecidos vivos com o sal (2, 3,5 - trifenil cloreto de tetrazélio), formando uma substancia
de cor roxa-azulada, estavel e ndo difusivel denominada trifenilformazan. Se o sal de
tetrazolio é reduzido, formando o composto roxo, houve atividade respiratoria nas
mitocdndrias, significando que hé viabilidade celular e do tecido. Os tecidos ndo viaveis
nao reagem e, consequentemente, ndo formam estes cristais. Para cada concentracao
de células cultivadas, foram obtidas diferentes quantidades da formacdo do sal de
tetrazélio, permitindo assim sua quantificacdo por meio de analise colorimétrica no
espectrofotdometro (Pharmacia Biotek Ultrospec 3000, UV/Visible Spectophotometer) na
absorbancia de 570nm.

Para padronizacdo das células presentes no baco (esplendcitos) e no timo

(timocitos) os 6rgdos foram coletados de trés camundongos BALB/c. Os 6rgéos foram
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macerados e a solucédo de células foi lavada com solucéo de PBS tamponada por trés
vezes. O precipitado de células foi ressuspendido em meio de cultura RPMI-1640
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) estéril. As células foram plaqueadas
em quadruplicatas em trés diferentes placas de 96 wells (placa 1,2 e 3), nas
concentracdes de 1x10’ cél/ml; 1x10° cél/ml; 1x10° cél/ml; 1x10* cél/iml e 1x10° cél/ml.
Como controle negativo foi plaqueado apenas o meio de cultura utilizado, na mesma
concentracdo. As células plagueadas foram mantidas em estufa umidificada a 37°C e
5% CO,, durante 24horas, posteriormente foram realizados os mesmos procedimentos

utilizados para as células A20, para realizacéo da técnica de MTT.

3.4.13 Cultivo celular de linfoma A20, esplendcitos e timdcitos sob tratamento com
Extrato Etandlico2 e residuo hexanico de B. coridifolia

Culturas em quadruplicatas de células de linfoma A20, esplendcitos e timdcitos
foram incubadas (8 x 10° células/ml) com as seguintes concentracdes de EE e RH: 10
mg/ml, Img/ml, 100ug/ml e 10ug/ml. As solucbes foram preparadas a partir de uma
solucdo de 100mg/mL dos extratos diluidos em &gua destilada e DMSO 0,1% e
posteriormente filtradas em microfiltros (Minisart®) em fluxo laminar. As células
plagueadas foram mantidas em estufa umidificada a 37°C e 5% CO, durante 24horas,
posteriormente foram realizados os procedimentos utilizados para realizacdo da técnica
de MTT.
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3.4.14 Cultivo celular de linfoma A20, tumor de Ehrlich, esplenécitos e timdécitos sob

tratamento com residuo hexéanico de B. coridifolia

Linfocitos normais foram obtidos a partir de trés camundongos BALB/C e Swiss
(baco e timo) e as células tumorais empregadas foram as linhagens: linfoma A20 e
carcinoma de Ehrlich

Culturas em quadruplicatas para cada linhagem de células (8 x 10° células/ml)
foram realizadas da seguinte maneira: células nado tratadas e tratadas com RH 1 mg/ml;
com incubacdo de 24 h em 37°C em atmosfera humida, contendo 5 % de CO2 até
doseamento por MTT. O amarelo tetrazdlio MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium brometo) € reduzido por células metabolicamente ativas. O cristal
parpura intracelular resultante foi dissolvido e quantificado por meio espectrofotométrico
(Pharmacia Biotek Ultrospec 3000, Spectophotometer de UV/visivel) na absorcdo de
570nm.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, foi utilizado o software GraphPad Instat v3. 01,
e os resultados obtidos foram apresentados na forma de média e seu respectivo
desvio-padrdao. Foi realizado o teste estatistico T nao pareado, para dados
paramétricos entre dois grupos, sendo utilizado o teste Mann-Whitney para dados
nao paramétricos entre dois grupos avaliados. Para analise de dados entre mais de
dois grupos, foram utilizados os testes de Kruskall- Wallis ou ANOVA. No caso de
dados paramétricos, foi utilizada a analise de varidancia ANOVA para comparacao
das médias entre os varios grupos. Para deteccao das diferencas significantes entre
0S grupos, apos a ANOVA, foi empregado o teste de Tukey-Kramer para avaliacéo
estatistica entre todos o0s grupos de animais. Para analise de dados néao

paramétricos utilizou-se o teste de Kruskall, seguido do pés-teste de Dunn.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1 — AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS E
ETANOLICOS DE B. CORIDIFOLIA

Para avaliacdo da toxicidade dos extratos brutos (EB1 e EB2) foram utilizados
guatro camundongos Swiss para cada dose de extrato utilizado. Trés outros animais de
mesma linhagem foram tratados com agua destilada (grupo controle). Para avaliacdo da
toxicidade de EB2 também foram empregados quatro camundongos Balb/C para cada
dose. Os animais dos grupos experimentais receberam por via oral, através de gavage,
uma unica dose de EB1 ou EB2, a saber: 10; 8; 6 e 4 g/kg. Os camundongos
provenientes do grupo controle receberam apenas agua no volume calculado, de

acordo com a férmula:

Peso do animal(g)

volume de administragcéo (mL) = 00

Para avaliacdo dos extratos etanodlicos (EE1 e EE2) foram utilizados quatro
camundongos Swiss para cada dose de extrato utilizado, e trés camundongos tratados
com agua destilada-6leo de girassol (grupo controle). Para avaliacdo da toxicidade de
EE2 também foram utilizados quatro camundongos Balb/c para cada dose utilizada no
grupo tratado. Os animais dos grupos experimentais receberam dose Unica de EE1 ou
EE2, nas doses de 10; 8; 6 e 4 g/kg, por via oral. Os camundongos provenientes do
grupo controle receberam apenas agua destilada-6leo de girassol no volume calculado

de acordo com a férmula:

Peso do animal(g)

volume de administragao (mL) = ™

AplOs a administracdo dos diferentes tratamentos, todos os animais foram
observados por 48 horas e avaliados segundo a sintomatologia clinica apresentada

apos a administracdo dos extratos.
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4.1.1 Resultados Experimento 01

O EB1, composto por talos e folhas de B. coridifolia daquelas plantas coletadas
em fevereiro de 2008 e que foram administradas a camundongos da linhagem Swiss,
mostrou possuir toxicidade, promovendo letalidade nos camundongos na dose de 10
g/kg. As outras doses de EB1 ndo promoveram sintomatologia clinica ap0s
administracdo em dose Unica.

Ja a administracdo do EE dos talos e folhas (EE1) produziu morte nos animais a
partir da dose de 8 g/kg. Antes dos animais virem a Obito, estes se apresentavam
apaticos, desidratados, com pélos arrepiados e fezes amolecidas. Os demais animais
tratados com outras doses deste extrato, embora tivessem sobrevivido, mostraram
sintomas de apatia e pélos arrepiados, evoluindo para recuperacdo espontanea. Os
resultados estdo apresentados na tabela 1.

A administracdo do EB2 composto por folhas dessecadas de B. coridifolia, as quais
foram coletadas em setembro de 2008, demonstrou ser letal a partir da dose de 8 g/kg,
sendo que os demais animais, cuja administracdo foi menor que 8 g/kg, nao
exteriorizaram nenhuma sintomatologia clinica apds administracdo deste extrato. Por
outro lado, o EE2 das folhas dessecadas revelou a partir da dose de 4 g/kg. A
sintomatologia apresentada por aqueles animais que no final vieram a Obito foi muito
semelhante aquela observada nos animais do experimento de toxicidade relatado

anteriormente. Os resultados estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 - Avaliacdo da toxicidade de diferentes doses dos extratos brutos (EB1 e EB2) e
etandlicos (EE1 e EE2) da B. coridifolia administrados em camundongos Swiss e

BALB/C, tratados uma Unica vez e observados durante 48 horas subsequentes.

Tratamento
(doses)

10 g/kg? 8 g/kg® 6 g/kg® 4 glkg?
Extrato Peso Morte Tempo* Peso Morte Tempo* Peso Morte Tempo* Peso Morte* Tempo

@ (+) (h) @ (+) (h) @ (+) (h) @  (+H) (h)

EB1 342 + 36 350 - - 32 - - 30 - -
EE1 343 + 24 316 + 24 328 - - 34,0 - -
EB2 342 + 36 350 + 30 320 - - 30 - -

EE2 343 + 22 316 + 24 328 + 26 34 + 25

# n=4 camundongos/tratamento
* Intervalo de tempo para a ocorréncia de morte.
EB1.: extrato bruto de talos e folhas de B. coridifolia; EE1: extrato etandlico de talos e folhas de B. coridifolia; EB2:

extrato bruto de folhas dessecadas de B. coridifolia; EE2: extrato etanolico de folhas dessecadas de B. coridifolia.

4.2 EXPERIMENTO 2 — AVALIACAO DA TOXICIDADE DO RESIDUO HEXANICO DE
B. CORIDIFOLIA ADMINISTRADO EM CAMUNDONGOS NUDE

Foram utilizados quatro animais nude para cada dose da solucdo aquosa de RH
testada: 2g/kg, 1g/kg e 0,5g/kg. Todos os animais receberam as respectivas doses por
via oral, através de gavage, de acordo com o peso, com volume calculado por meio da

formula:

Peso do animal(g)
100 )

volume de administragéo (mL) =

AplOs a administracdo dos diferentes tratamentos, todos os animais foram

observados por 48 horas avaliando-se a sintomatologia clinica apresentada.
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4.2.1 Resultados Experimento 02

O RH, obtido a partir do EE2 de B. coridifolia, demonstrou efeito letal a partir da
dose de 1g/kg. A administracdo da dose de 0,5g/kg deste residuo ndo provocou
nenhuma alteracdo comportamental ou manifestacéo clinica. Os animais dos grupos
tratados com as doses de 2g/kg e 1g/k, apresentaram-se apaticos apos 4h da
administrac@o; ap0s 8h estes animais mostravam sinais de desidratacdo com pélos
arrepiados e fezes amolecidas. Todos os animais que receberam a dose de 2g/kg
vieram a Obito, sendo que dois dos quatro animais daquele grupo tratado com 1g/kg

quatro morreram.

Tabela 2 - Avaliacdo da toxicidade de diferentes doses do RH da B. coridifolia sobre
camundongos nude, tratados, por via oral, uma Unica vez e observados durante

48 horas subseqlentes.

Tratamento
(doses)
2 g/kg? 1 g/kg? 0,5 g/kg®
Extrato Peso Morte Tempo* Peso Morte Tempo* Peso Morte Tempo

@ () (h) @ (- (h) @ (- (h)
RH 18 + 14 350 + 24 184 - -

+

# n=4 camundongos/tratamento
* Intervalo de tempo para a ocorréncia de morte.

RH = Residuo Hexanico
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4.3 EXPERIMENTO 3 - TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS BALB/C E SWISS COM
SOLUCOES DE EXTRATO BRUTO (EB) E EXTRATO
ETANOLICO (EE1) DE B. CORIDIFOLIA

a. Extrato Bruto (EB)

Para avaliacdo da toxicidade do extrato bruto (EB1) foram utilizados cinco
camundongos Swiss para cada dose de extrato utilizado, e cinco camundongos
tratados com agua destilada (grupo controle). Os animais dos grupos experimentais
receberam diariamente EB1, nas doses de 0,1g/kg, 0,3g/kg, 1,0g/kg, 2,0g/kg ou
3,0g/kg, via oral, por 21 dias. Os camundongos provenientes do grupo controle

receberam apenas agua destilada no volume calculado de acordo com a formula:

Peso do animal(g)

volume de administracéo (mL) = 50

Ap0s os animais terem sido submetidos a eutanasia, utilizando para tal anestesia
profunda com quetamina-xilazina, procedeu-se a coleta dos 6rgaos: baco e timo, os
quais foram pesados, bem como figado, rins, cérebro, linfonodos mesentéricos, placas
de Peyer e medula 6ssea, para analise histopatolégica, conforme descrito no item
3.4.10. Avaliou-se ainda a celularidade de medula 6ssea e o perfil hematologico

conforme descrito nos itens 3.4.8 e 3.4.9, respectivamente.

b. Extrato Etandlico (EE1)

Foram utilizados 10 camundongos BALB/c divididos em dois grupos, em um
deles os animais foram tratados com a solucéo etanolica da B. coridifolia, € no outro os
cinco camundongos receberam apenas agua-0leo de girassol (grupo controle). Os

animais tratados com a planta receberam o volume calculado de acordo com a férmula:

Peso do animal(g)
100

volume de administragdo (mL) = , de solucdo etandlica (EElou EE2)

emulsificada de B. coridifolia, na dose de 2,0 g/kg, via oral por meio de gavage, por sete
dias. ApGs a eutanasia dos animais, realizou-se procedimento idéntico aquele descrito

no experimento anterior. A seguir, coletaram-se os 0rgaos: baco e timo, os quais foram
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também pesados, bem como figado, rins, cérebro, linfonodos mesentéricos, placas de
Peyer e medula 0ssea para analise histopatologica, conforme item 3.4.10. Foi avaliada
ainda a celularidade de medula 6ssea e o perfil hematologico destes animais segundo

descrito nos itens 3.4.8 e 3.4.9, respectivamente.

4.3.1 Resultados Experimento 03

a. Extrato Bruto (EB)

A tabela 6 mostra que ndo foram observadas alteracdes na celularidade da
medula 6ssea; além disso, ndo foram detectadas alteracbes hematologicas nos animais
de ambos os grupos, em relacdo aos animais do grupo controle (Tabela 5). Em relacéo
ao ganho de peso dos camundongos tratados com as diferentes doses da solucdo
aquosa do EB, a andlise de variancia empregada (ANOVA), nao evidenciou qualquer
diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os valores obtidos nos diferentes
grupos de animais, conforme pode ser observado na tabela 3. Da mesma forma, este
mesmo teste estatistico ndo revelou qualquer diferenca significante entre os grupos,
nos parametros: peso relativo de 6rgéaos linféides (timo e baco), celularidade de medula
Ossea e analise hematoldogica (Tabelas 3, 4, 5 e 6). Na tabela 7 os dados foram
analisados, por meio do teste Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunn. Ndo foram
observadas alteracdes histopatologicas dos orgaos coletados: baco, timo, figado, rins,

cérebro, linfonodos mesentéricos, placas de Peyer e medula éssea.
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Tabela 3 - Peso (em gramas) dos camundongos tratados com solucdo aquosa de B.

coridifolia (EB1) nas doses de 0,1; 0,3; 1,0; 2,0 e 3,0 g/kg ou agua (grupo

controle), por gavage, apos 21 dias de tratamento

Grupos Peso(g)

Controle 35,0+0,7
0,1g/kg 34,2+27
0,3 g/kg 31,6+1,8
1,0 g/kg 33,1+1,0
2,0 g/kg 33,8+1,1
3,0 g/kg 33,7+0,9

Dados representados por média + desvio-padrdo. N=5

Tabela 4 - Peso relativo (em gramas/100 gramas de peso vivo) de bago e timo coletados dos

camundongos tratados com solugdo aquosa de B. coridifolia (EB1) nas doses de

0,1; 0,3; 1,0; 2,0 e 3,0 g/kg ou agua (grupo controle), por gavage, ap0s 21 dias de

tratamento

Grupos
(n=5)

Timo

(9/100g pv°?)

Baco

(9/100g pv?)

Controle
0,1g/kg
0,3g/kg
1,0g/kg
2,0g/kg
3,0g/kg

0,06 + 0,01
0,04 + 0,02
0,07 + 0,02
0,08 + 0,01
0,06 £ 0,01
0,06 £ 0,01

0,24 + 0,03
0,36 + 0,08
0,34 + 0,07
0,32 + 0,05
0,28 £ 0,04
0,29 £ 0,07

Dados representados por média + desvio-padr&o. “pv = peso vivo
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Tabela 5 - Analise Hematol6gica. Nimero de hemAcias, leucdcitos e plaquetas/mm? de sangue
de camundongos tratados com solucao aquosa de B. coridifolia (EB1) nas doses de

0,1; 0,3; 1,0; 2,0 e 3,0 g/kg ou agua (grupo controle), por gavage, apos 21 dias de

tratamento
Grupos Hemacias Leucocitos Plaquetas
(n =5) (x10%mm?) (x10%mm?®) (x10%
Controle 8,7+0,3 36+1,0 733,0+62,4
0,1g/kg 82+ 04 3,2+0,7 808,0 + 73,7
0,3g/kg 84+1,2 3,56+1,2 796,0 + 39,5
1,0g/kg 8,3+ 0,2 3,7+0,9 799,8 + 37,4
2,00/kg 86+04 3,9+0,6 791,8 £ 73,7
3,0g/kg 8,7+ 0,3 3,2+ 1,0 764,3 £ 63,9

Dados representados por média + desvio-padrao

Tabela 6 - Celularidade da medula 6ssea de camundongos tratados com solucdo aquosa de B.
coridifolia (EB1) nas doses de 0,1; 0,3; 1,0; 2,0 e 3,0 g/kg ou agua (grupo

controle), por gavage, apos 21 dias de tratamento

Grupos Celularidade da Medula Ossea
(n = 5) (x10"
Controle 2,69+5,6
0,1g/kg 2,64+79
0,3 g/kg 301+7,9
1,0 g/kg 2,62+6,1
2,0 g/kg 2,64+28
3,0 g/kg 3,10+ 4,6

Dados representados por média + desvio-padrédo
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Tabela7- Andlise diferencial do esfregaco sanguineo. Porcentagem de neutrdfilos
segmentados, linfocitos, mondocitos e eosindfilos de camundongos tratados com
solucdo aquosa de B. coridifolia (EB1) nas doses de 0,1; 0,3; 1,0; 2,0 e 3,0 g/kg ou

agua (grupo controle), por gavage, apos 21 dias de tratamento

Grupos Segmentados Linfécitos Monécitos Eosinéfilos
(n=5) (%) (%) (%) (%)
Controle 16,0+24 75,8+ 4,0 7022 12+1,3
0,1g/kg 16,2+25 78,0+ 3,3 46+2,3 12+1.3
0,3 g/kg 18,2+5,1 75,0+5,4 6,014 0,7+0,9
1,0 g/kg 135+5,4 81,0+6,4 45+19 1,0+0,8
2,0 g/kg 15,2+ 4,6 79,2+6,8 50+£25 0,6+0,8
3,0 g/kg 146 +4,2 78,6 +5,4 6,0+£1,5 0,8+1,3

Dados representados por média + desvio-padréo

b. Extrato Etandlico (EE1)

Em relacdo ao ganho de peso dos animais, a analise estatistica ndo revelou
alteracdes significantes, segundo o teste empregado (p > 0,05; teste T), quando se
comparou os dados obtidos dos animais tratados com EE1, com aqueles dos animais
do grupo controle (Tabela 8). Também n&o houve alteracdo na celuraridade da medula
O0ssea dos animais tratados em relacdo aos animais controle (Tabela 10).

Ainda, ndo foram detectadas alteracbes entre os valores obtidos dos
camundongos tratados com EE1 e aqueles dos animais do grupo controle, no que se
refere ao peso relativo do bago; entretanto, foram observadas variagdes significantes no
peso relativo do timo (Tabela 9, Figura 1) dos animais tratados com 2,0 g/kg do EE1 de
B. Coridifolia, em relacédo aos animais do grupo controle (p = 0,04; teste T).

Na avaliacdo hematoldgica (Tabela 11 e Figura 2), foi observado aumento
significante no numero total de leucdcitos (p = 0,03; teste de Mann-Whitney) e de
plaquetas (p = 0,02; teste T), nos animais tratados com EE1 em relagéo aos animais do
grupo controle. Na contagem diferencial do esfregaco sanguineo (Tabela 12, Figura 3)
dos animais tratados com 2,0 g/kg do EE1 de B. Coridifolia observou-se uma diminui¢céo

na porcentagem de linfocitos (p < 0,01; teste de Mann-Whitney) e um aumento na
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porcentagem de neutrofilos segmentados (p = 0,04; teste de Mann-Whitney),
comparativamente com os animais controle. A avaliacdo histopatolégica dos érgdos nao

evidenciou alteracoes.

Tabela 8 - Peso (em gramas) de camundongos Balb/C, apds sete dias de tratamento com
solucdo emulsificada do extrato etandlico (EE1) de B. coridifolia, na dose de 2,0

g/kg, ou 4gua+dleo de girassol (grupo controle), por via oral, através de gavage

Grupos (n=5) Peso (9)

Controle 325+21
2,0 g/kg 29,6 +2,2

Dados representados por média + desvio-padrao

Tabela 9- Peso relativo (em gramas/100gramas de peso vivo) de baco e timo coletados dos
camundongos Balb/C apoés sete dias de tratamento com solu¢do emulsificada do
extrato etandlico (EE1) de B. coridifolia, na dose de 2,0 g/kg, ou agua+oleo de

girassol (grupo controle), por via oral, através de gavage

Grupos Timo Baco
(n=5) (9/100g pv®) (9/200g pv®)

Controle 0,10+ 0,01 0,32 £ 0,02
2,0 g/kg 0,06 + 0,01 0,32 + 0,04

Dados representados por média + desvio-padréo.*p=0,004 T Test.?pv = peso vivo
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Peso relativo do timo coletado dos camundongos Balb/C apés sete dias de
tratamento com solucdo emulsificada do extrato etandlico (EE1) de B. coridifolia,
na dose de 2,0 g/kg, ou agua+oleo de girassol (grupo controle), por via oral,
através de gavage. *p=0, 004 T Test

Celularidade da medula 6ssea de camundongos Balb/C apés sete dias de
tratamento com solugdo emulsificada do extrato etandlico (EE1) de B.
coridifolia, na dose de 2,0 g/kg, ou agua+6leo de girassol (grupo controle), por

via oral, através de gavage.

Grupos Celularidade da Medula Ossea
(n = 5) (x10"

Controle 45+0,9

2,0 g/kg 50+0,6

Dados representados por média + desvio-padrao
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Tabela 11- Andlise hematoldgica. NUmero de hemacias, leucécitos, plaguetas, hematdcrito
(Ht), e hemoglobina (Hb) de sangue de camundongos Balb/C apds sete dias de
tratamento com solugcédo emulsificada do extrato etanélico (EE1) de B. coridifolia,

na dose de 2,0 g/kg, ou agua+éleo de girassol (grupo controle), por via oral,
através de gavage.

Grupos Hemécias Ht Hb Leucécitos Plaquetas
(n =5) (x10%/mm?) (%) (g/dL) (x10*/mm?) (x10°)

Controle 8,9+0,6 39,7+3,1 13,7 1,0 3,9+0,9 633+ 72,5
2g/kg 8,3+0,2 358+1,1 13,0 +0,4 49+1,2 746 104,17

Dados representados por média + desvio-padrdo. p=0,10 T Test; *p= 0, 003 Mann Whitney Test. **p=0, 002 T Test

a) b)
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Figura 2- Andlise hematolégica de camundongos tratados com solugdo emulsificada do extrato
etandlico (EE1) de B. coridifolia, na dose de 2,0g/kg, ou dgua+oleo de girassol (grupo
controle), por gavage, apos sete dias de tratamento. a) *Numero de leucdécitos por
mm?® de sangue. b) *Numero de plaquetas por mm?® de sangue. p=0,10 T Teste; *p=
0, 003 Mann Whitney Test. **p=0, 002 T Teste
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Tabela 12- Andlise diferencial do esfregaco sanguineo. Porcentagem de neutréfilos

segmentados, linfécitos, mondcitos e eosindfilos de camundongos tratados com
solucdo emulsificada do extrato etandlico (EE1) de B. coridifolia, na dose de 2,0
g/kg, ou agua+déleo de girassol (grupo controle), por gavage, apés sete dias de
tratamento

Grupos Segmentados Linfocitos Monécitos Eosinéfilos

(n=5) (%) (%) (%) (%)

Controle 21,6+23 776+ 24 0,8+0,2 0+0

2,0 g/kg 415+6,8 56,3+ 7,9" 16+14 0,1+04

% Linfocitos

Dados representados por média + desvio-padrdo. p=0,0002 T Test; *p= 0,004 Mann Whitney Test. p=0,0003

T Test; **p<0,001 Mann Whitney Test

b)
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Figura 3- Andlise diferencial do esfregaco sanguineo de camundongos tratados com solugéo

emulsificada do extrato etandlico (EE1) de B. coridifolia, na dose de 2,0 g/kg, ou
agua+oleo de girassol (grupo controle), por via oral, através de gavage, apos sete
dias de tratamento. a) **Porcentagem de linfécitos. b) *Porcentagem de neutrofilos
segmentados. p=0, 0002 T Teste; *p= 0, 004 Mann Whitney Test. p=0, 0003 T
Teste; **p<0, 001 Mann Whitney Teste
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4.4 EXPERIMENTO 04 — DETERMINACAO DOS VALORES DE REFERENCIA PARA
PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E
HISTOPATOLOGICOS DE CAMUNDONGOS NUDE

Foram utilizados 04 camundongos nude fémeas em condi¢ées SPF, com 60 dias
de idade, pesando entre 15 e 20g. Os animais foram submetidos a anestesia para a
coleta de amostras de sangue por punc¢do intracardiaca. Apos a eutanasia foram
coletados o6rgaos (baco, figado, rins, pulmdo, coracdo e intestino) para avaliacdo

histopatoldgica.

4.4.1 Resultados Experimento 04

Os dados obtidos pela analise hematoldgica e bioquimica sdo apresentados na
tabela 13, servindo como parametros de normalidade desta linhagem para os
camundongos sadios presentes no biotério do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - USP. Os resultados obtidos na
avaliacdo histopatologica dos 6rgdos destes animais foram utilizados para andlise

comparativa com os animais do experimento 05, portadores de linfoma.
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Tabela 13- Pardmetros hematolégicos e bioquimicos de camundongos nude SPF, sadios
do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia - USP

Parametros Hematoldgicos e Bioquimicos* Valores de referéncia — camundongos nude
Biotério VPT/FMVZ-USP

Hematdcrito 37-44 %
Leucécitos 6.000-15.000/mm®
Linfécitos 3600-9000/mm?® (60%)
Neutréfilos segmentados 2160-5400/mm?® (36%)
Mondcitos 240-600/mm®(4%)
Plaquetas 300.000-400.000/mm®
ALT 30-90
GGT 1,2-3,0
Ureia 40-80
Creatinina 0,4-0,8
Proteina Total 5,0-7,0 g/dL
Albumina 2,0-4,0

*N = 4

4.5 EXPERIMENTO 05 - EFEITO DO RH SOB CAMUNDONGOS NUDE
PORTADORES DO LINFOMA A20

Foram utilizados quatro grupos de sete animais cada, inoculados
subcutaneamente na regido entre as escapulas com 0,2mL de solugdo salina contendo
1X10° células, de acordo com o item 3.4.11. Os animais foram tratados durante sete
dias (dia 1 ao dia 7) e submetidos a eutanasia no oitavo dia, apdés o inicio da
administragcdo, com excecdo daqueles camundongos provenientes do grupo controle
(A20), que foram mortos no quinto dia. Os grupos de animais foram divididos e tratados

da seguinte maneira:
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Grupo controle A20: No dia primeiro do tratamento os animais receberam, por via

Peso do animal(g)

intraperitoneal (IP), agua destilada no volume calculado pela férmula: o0

Os animais foram tratados com dose Unica diaria de dgua destilada por gavage oral no

Peso do animal(g)

volume calculado pela férmula: o0

, até o quarto dia do tratamento. No

quinto dia os animais foram submetidos a eutanasia devido a evolucdo agressiva do
linfoma. Foram acompanhadas as medidas do diametro tumoral e peso dos animais
durante os dias 1, 2, 3 e 4 do tratamento. Imediatamente antes da eutanasia 0os animais
foram anestesiados e coletaram-se amostras de sangue por puncao intracardiaca para
andlises bioquimicas e hematoldgicas. Foram coletados os linfonodos mandibulares,
axilares, baco, figado, rins, intestino, pulmdo e a formacdo tumoral para andlise

histopatoldgica. Foi determinado o peso do baco apos coleta de acordo com a formula:

Peso do bacox100

= Peso do baco g/100gPV
Peso do animal

Grupo RH: No dia primeiro do tratamento os animais receberam por via IP agua

. . P d i l
destilada no volume calculado pela formula: —=>——--= @) Os camundongos foram

tratados com dose Unica diaria de solucao de RH. A dose de 0,5g/kg da solucao de RH

(0,05g/mL) foi administrada por via oral, através de gavage, no volume calculado pela

2 P d ] l . . . . . .
formula; —— of(:l(;ma 9 Um dia apés o fim do tratamento os animais foram submetidos

a coleta de sangue e 6rgaos em procedimento idéntico aquele descrito para os animais

do grupo controle A20.

Grupo RH+ciclofosfamida: No primeiro dia do tratamento os animais receberam, por
via IP, uma inoculacédo de solucéo de ciclofosfamida (20mg/mL) na dose de 200mg/kg

Peso do animal(g)

no volume calculado pela férmula: o0

. Os camundongos foram tratados

com dose Unica diaria de solucdo de RH, durante sete dias. A dose de 0,5g/kg da
solucéo de RH (0,05g/mL) foi administrada nas mesmas condi¢cfes que aquela descrita
para os animais do grupo RH. Um dia apds o fim do tratamento, coletou-se o sangue e
orgaos destes camundongos, conforme procedimento ja descrito para aqueles animais

dos grupos controle A20 e RH.
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Grupo ciclofosfamida: No dia primeiro do tratamento os animais receberam por via IP,

solucéo de ciclofosfamida (20mg/mL) na dose de 200mg/kg, no volume calculado pela

, P d [ l . . . , .
formula; =2 Ola:olma Y Os animais foram tratados, durante sete dias, com dose Gnica

diaria de agua destilada, por via oral, através de gavage, no volume calculado de
acordo com a formula anteriormente apresentada. Um dia apés o fim do tratamento os

camundongos foram submetidos a coleta de sangue e 6rgaos.

4.5.1 Resultados Experimento 05

Na avaliacdo dos parametros hematolégicos os animais do grupo controle
apresentaram diminuicdo significante no numero de plaquetas (p=0, 0002 ANOVA pos
teste Tukey), como apresentado na tabela 14 e figura 04-D. Os camundongos do grupo
RH-C mostraram numero de plaquetas significantemente menor que os animais dos
grupos RH e ciclofosfamida (Tabela 14 e Figura 4-D); porém, estes valores encontram-
se dentro daqueles de referéncia para a espécie, comparativamente aos animais nude
sadios. Os animais dos grupos RH e Ciclofosfamida revelaram discreta trombocitose,
qgquando comparados com os valores daqueles nude sadios. Ndo houve diferencas
significantes entre os dados provenientes dos diferentes grupos na analise do numero
total de leucécitos e absoluto de neutréfilos. Entretanto, a contagem absoluta de
linfécitos revelou linfocitose significante (p=0, 013 ANOVA pés teste Tukey) naqueles
camundongos pertencentes ao grupo controle, comparativamente aos animais tratados
(Tabela 14 e Figura 4-C). Além disso, na analise diferencial de esfregaco sanguineo
destes animais foi observada moderada presenga de linfécitos atipicos, com
caracteristicas neoplasicas (10% dos linfocitos observados). Nao houve diferencas
significantes nos valores de hematdcrito dos animais tratados e controle, porém, todos
0s grupos demonstraram uma discreta diminuicdo no hematocrito, quando comparados
aos animais nude sadios.

Os valores obtidos na variagdo do didmetro tumoral entre o inicio e o final do

tratamento demonstram claramente que 0s animais tratados apresentaram uma
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diminuicdo no tamanho do linfoma inoculado, sendo que naqueles do grupo RH-C
houve a maior involucdo do tumor (Tabela 15). Os dados negativos representam uma
diminuicdo do diametro tumoral. Houve crescimento do linfoma inoculado nos animais
do grupo controle, representado por valor positivo do diametro tumoral (Figura 6). Com
relacdo ao peso relativo do baco (Figura 7), os animais do grupo controle apresentaram
valores muito superiores comparativamente aos animais dos grupos tratados (p=0,
0001 ANOVA poés teste de Tukey- tabela 15). Quanto a celularidade da medula 6ssea,
nao houve diferengas significantes entre os grupos tratados e o grupo controle (p=0,06).

Na analise de bioquimica do sangue dos animais (Tabela 16), observou-se um
aumento na concentracdo plasmatica das enzimas hepaticas: ALT e GGT (Figura 8)
nos animais do grupo controle (p=0, 0001- ALT e p=0, 006 - GGT ANOVA pdés teste
Tukey). Comparativamente aos camundongos nude sadios, todos 0s animais dos
grupos tratados e controle apresentaram diminuicdo discreta nos valores de proteina
total e albumina.

Quanto as alteracfes histopatologicas dos 6rgaos, foram observadas metastases
no figado, baco, linfonodos e pulméo naqueles animais do grupo controle (Quadros 1 a
7). As metastases foram caracterizadas com a presenca de linfécitos neoplasicos no
orgdo. No figado e baco dos animais dos grupos tratados foi observada discreta
quantidade de células polimofonucleares e moderada presenca de megacariécitos
(Quadros 1 e 2). Os linfonodos dos animais tratados dos grupos RH-C e ciclofosfamida
nao foram coletados, pois ndo houve aumento de volume destes 6rgdos. No grupo de
camundongos RH apenas dois animais apresentaram aumento de volume dos
linfonodos, com presenca de infiltrado neoplasico (Quadro 06). A avaliacdo
histopatolégica do tumor dos animais tratados revelou alteragbes histologicas
semelhantes, com presenca de infiltrado de células inflamatoérias (polimorfonucleares,
plasmdcitos, mastocitos e histiécitos) e linfocitos neoplasicos (Quadro 7). O grupo
tratado RH-C apresentou tumor constituido de menor densidade celular e maior

presenca de necrose.
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Tabela 14 - Parametros hematol6gicos dos camundongos nude SPF, sadios do biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
USP e dos animais dos grupos tratados com residuo hexanico (RH), residuo

hexanico associado a ciclofosfamida (RH-C), ciclofosfamida (C) e grupo controle

Itens Avaliados Controle® RH? RH-C? Ciclofosfamida® Nude®
Hematocrito 29,5+3,8 31+2 33,5+1,2 31,4+2,2 37-44
(%)
Plaquetas/mm3 253.500£178.000 647.428+81.236* 442.551+33.411* 630.285+22.662* 300.000-
400.000
Leucocitos/mm?® 13.500+3.877 8.700+£3.864 9.557+2.354 7.200£3.864 6.000-
15.000
Neutréfilos 6211+2.379 5702+2.692 6857+1.693 4961+1.820 2160-
Segmentados 5400(36%)
/mm?
Linfécitos/mm?® 7288+2.291 2998+1.251* 2699+712* 2239+642* 3600-
9000(60%)
N=7 ®N=4 Dados representados por média + desvio-padrao
RH = Residuo Hexanico RH-C= residuo hexanico associado a Ciclofosfamida

*p<0,05 ANOVA pés teste de Tukey
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Figura 4- Parametros hematolégicos de camundongos tratados com residuo hexanico (RH) de
B. coridifolia, na dose de 0,5 g/kg, RH associado a ciclofosfamida ou apenas
ciclofosfamida. Como grupo controle: agua+Tween20, por via oral, através de
gavage, e uma aplicacao de agua destilada por via intraperitoneal, apos sete dias de
tratamento. a) NUmero total de leucécitos b) NUmero absoluto de neutréfilos
segmentados ¢) Numero absoluto de linfocitos p=0, 0013 ANOVA pés teste de

Tukey d) Numero absoluto de plaquetas *p= 0, 0002 ANOVA poés-teste Tukey
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Tabela 15- Avaliagdo dos orgéos linféides e da variagdo do didmetro do linfoma A20 dos

animais dos grupos tratados com residuo hexanico (RH), residuo hexéanico

associado a ciclofosfamida (RH-C), ciclofosfamida (C) e grupo controle

Itens Avaliados® Controle RH RH-C

Ciclofosfamida

Peso relativo do 4,04+2,3 g/100g 0,74+0,1 g/100g 0,84+0,1 g/100g
Bago pv PV* pv*

Variagao Tumoral +5,2+4,6 mm -2,85+2,3mm* -7,51+£2,6mm*

Celularidade da 1.1+0,55 x10'/mL  0,95+0,09x10°/mL  0,94+0,09x10’/mL

Medula Ossea

0,78+0,77 g/100g

pv*

-2,38+2,1Imm*

1+0,11x10"/mL

aIID\lago7s representados por média + desvio-padrédo

RH = residuo hexanico RH-C= residuo hexanico associado a ciclofosfamida

*p<0,05 ANOVA pds teste de Tukey

-

Figura 5- Fotografia que mostra um camundongo nude portador de linfoma A20 apo6s 12

dias de inoculacdo das células tumorais. Diametro tumoral de cerca de 10 mm no

inicio do tratamento (circulo tracejado)
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Figura 6-  Variacdo do didmetro tumoral medido no inicio e final do tratamento dos camundongos
tratados com residuo hexanico (RH) de B. coridifolia, na dose de 0,5 g/kg, RH associado a
ciclofosfamida ou apenas ciclofosfamida. Como grupo controle: 4gua+Tween20, por via oral,
através de gavage, e uma aplicacdo de agua destilada intraperitonealmente, apos sete dias
de tratamento.

*p= 0, 0001 ANOVA pos-teste Tukey

a.: Grupo controle = 4 dias de tratamento
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Peso Relative do Baco

Figura7-  Peso relativo do baco dos camundongos tratados com residuo hexénico (RH) de B.
coridifolia, na dose de 0,5 g/kg, RH associado a ciclofosfamida ou apenas ciclofosfamida.
Como grupo controle: 4gua+Tween20, por via oral, através de gavage, e uma aplicacdo de
agua destilada intraperitonealmente, apés sete dias de tratamento.
*p= 0, 0001 ANOVA p0os-teste Tukey
a.: Grupo controle = 4 dias de tratamento
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Tabela 16- Bioguimicos dos camundongos nude SPF, sadios do biotério do Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — USP e dos
animais dos grupos tratados com residuo hexanico (RH), residuo hexéanico

associado a ciclofosfamida (RH-C), ciclofosfamida (C) e grupo controle

Itens Avaliados Controle® RH® RH-C® Ciclofosfamida® Nude”
ALT (U/L) 292+196 64+6* 39+2* 46x14* 30-90
GGT (U/L) 3,58+0,78 2,57+0,78* 2,14+0,37* 2,14+0,37* 1,2-3,0

Uréia (mg/dL) 58+8,9 73£13 6815,3 62+11,7 40-80

Creatinina 0,40 0,5+0 0,40 0,50 0,4-0,8
(mg/dL)

PT (g/dL) 4,1£0,55 4,4+0,46 4,3£0,34 4,2+0,29 5,0-7,0

Albumina (g/dL) 1,6+0,24 1,8+0,14 1,6+0,16 1,7+£0,15 2,0-4,0

Dados representados por média + desvio-padrao®N = 7 °N=4
RH = Residuo Hexanico RH-C= Residuo Hexanico associado a Ciclofosfamida

*p<0,05 ANOVA pés teste de Tukey

L

Figura 8 -  Atividade das enzimas séricas GGT e ALT dos camundongos tratados com residuo hexanico
(RH) de B. coridifolia, na dose de 0,5 g/kg, RH associado a ciclofosfamida ou apenas
ciclofosfamida. Como grupo controle: agua+Tween20, por via oral, através de gavage, e uma
aplicacdo de &agua destilada intraperitonealmente, apos sete dias de tratamento. a) GGT
*p=0,0006 ANOVA pés-teste Tukey b) ALT *p= 0,0001 ANOVA pés-teste Tukey

a.: Grupo controle = 4 dias de tratamento
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Grupos Descricéo histopatologica - FIGADO

Controle » Figado: Presenca acentuada de infiltrado linféide neoplasico
difuso em parénquima e em sinusoides e veias;

RH » Figado: Presenca discreta a moderada de megacariocitos e
polimorfonucleares. Apenas um animal apresentou presenca
de infiltrado linféide multifocal e em sinuséides e veias;

RH-C » Figado: Discreta presenca de infiltrado polimorfonuclear,
moderada presenca de infiltrado megacariocitico;

Ciclofosfamida » Figado: Discreta presenca de megacariocitos. Um animal
apresentou infiltrado linfoide discreto;

Quadro 1- Descricdo histopatologica de tecido hepéatico de camundongos do grupo controle e
dos grupos tratados com 0,5g/Kg de residuo hexanico (RH), residuo
hexanico+ciclofosfamida- dose Unica 200mg/Kg (RH-C) e ciclofosfamida- dose Unica
200mg/Kg (C)
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Grupos Descricéo histopatoldgica - BACO

Controle » Bago: Perda da arquitetura por infiltrado de linfocitos
neoplasicos grandes e médios; figuras de mitose de 3-5 por
campo;

RH » Baco: Arquitetura levemente alterada com polpa branca
aumentada por linfécitos médios, moderada presenca de
megacariocitos, presenca discreta de polimorfonucleares em
polpa vermelha;

RH-C » Baco: Arquitetura preservada, moderada presenca de
megacariocitos, discreta presenca de polimorfonucleares em
polpa vermelha;

Ciclofosfamida » Baco: Maioria dos animais apresentou 6rgdo com arquitetura
relativamente  preservada, com foliculos aumentados,
predominando linfécitos médios e grandes. Megacariécitos
também estavam presentes em moderada quantidade. Um
animal apresentou perda da arquitetura do Orgdo por
proliferacédo linféide neoplasica;

Quadro 2 - Descricao histopatoldgica de tecido esplénico de camundongos do grupo controle e
dos grupos tratados com 0,59/Kg de residuo hexénico (RH), residuo
hexanico+ciclofosfamida- dose Unica 200mg/Kg (RH-C) e ciclofosfamida- dose Unica
200mg/Kg (C)

Grupos Descricdo histopatolégica - PULMAO

Controle » Pulmao: Presenca discreta de infiltrado linféide neoplasico
intersticial difuso e no interior de capilares;

RH » Pulmao: Sem alteracdes;

RH-C » Pulmdo: Alguns animais com discreta presenca de
polimorfonucleares;.

Ciclofosfamida » Pulmao: Sem alteracoes;

Quadro 3 - Descricdo histopatolégica de tecido pulmonar de camundongos do grupo controle e
dos grupos tratados com 0,5g/Kg de residuo hexanico (RH), residuo
hexanico+ciclofosfamida- dose Unica 200mg/Kg (RH-C) e ciclofosfamida- dose Unica
200mg/Kg (C)
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Grupos Descricéo histopatoldgica - RINS

Controle » Rins: Presencga discreta de infiltrado linféide subcapsular;
RH » Rins: Sem alteracoes;

RH-C » Rins: Sem alteracées;

Ciclofosfamida » Rins: Sem alteracoes;

Quadro 4- Descricéo histopatoldgica de tecido renal de camundongos do grupo controle e dos
grupos tratados com 0,59/Kg de residuo hexanico (RH), residuo
hexanico+ciclofosfamida- dose Unica 200mg/Kg (RH-C) e ciclofosfamida- dose Unica
200mg/Kg (C)

Grupos Descricéo histopatoldgica - INTESTINO
Controle » Intestino: Sem alteracoes;
RH » Intestino: Sem alteracdes;
RH-C » Intestino: Sem alteracdes;
Ciclofosfamida » Intestino: Sem alteracdes;

Quadro 5- Descricdo histopatologica de intestino de camundongos do grupo controle e dos
grupos tratados com 0,59/Kg de residuo hexanico (RH), residuo
hexanico+ciclofosfamida- dose Unica 200mg/Kg (RH-C) e ciclofosfamida- dose Unica
200mg/Kg (C)
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Grupos Descricao histopatoldgica - LINFONODOS

Controle » Linfonodos (mandibular e axilar): Tecido linféide neoplasico
com presencga de hemorragia e necrose figuras de mitose 2-3
por campo;

» Presenca de tecido neoplasico (linfécitos médios a grandes)
associado a pele e tecido adiposo;

RH » Linfonodos (mandibular e axilar): Dois animais apresentaram
aumento destes linfonodos, cujo tecido linféide neoplasico
demonstrava presenca de hemorragia e necrose, figuras de
mitose 2-3 por campo. Demais animais: ndo coletados devido
a auséncia de alteragéo de volume (n&o palpaveis);

RH-C » Linfonodos (mandibular e axilar): Ndo coletados devido a
auséncia de alteracdo de volume (n&o palpaveis);

Ciclofosfamida » Linfonodos: (mandibular e axilar): Ndo coletados devido a
auséncia de alteracao de volume (n&o palpaveis);

Quadro 6- Descricao histopatologica de linfonodos axilar e mandibular de camundongos do
grupo controle e dos grupos tratados com 0,5g/Kg de residuo hexanico (RH),
residuo hexéanico+ciclofosfamida- dose uUnica 200mg/Kg (RH-C) e ciclofosfamida-

dose unica 200mg/Kg (C)
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Grupos Descricao histopatoldgica - TUMOR

Controle » TUMOR: Tecido neoplasico composto de linfocitos pequenos a
médios, presenca de moderada hemorragia e necrose. Figuras
de mitose 3-5 por campo.

RH » TUMOR: Tecido neoplasico composto de linfocitos pequenos a
médios, presenca de moderada hemorragia e de histiécitos e
plasmaocitos na periferia, moderada presenca de mastocitos na
derme superior. Figuras de mitose 1-2 por campo.

RH-C » TUMOR: Tecido neoplasico composto de linfocitos pequenos a
médios, presenca de discreta hemorragia e de histiocitos e
plasmacitos na periferia, moderada presenca de mastocitos na
derme superior. Infiltrado inflamatério misto, composto de
macrofagos, linfocitos e polimorfonucleares. Menor densidade
celular. Presenca de necrose. Figuras de mitose 1-2 por
campo.

Ciclofosfamida » TUMOR: Histologicamente semelhante ao grupo RH, com
presenca de células bizarras e figuras de mitose aberrantes.

Quadro 7- Descricao histopatoldgica de tecido neoplasico primario inoculado subcutaneamente
entre as escapulas de camundongos do grupo controle e dos grupos tratados com
0,59/Kg residuo hexanico (RH), residuo hexéanico+ciclofosfamida- dose unica
200mg/Kg (RH-C) e ciclofosfamida- dose Unica 200mg/Kg (C)
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4.6 EXPERIMENTO 6 - PADRONIZACAO DA TECNICA DE MTT PARA AVALIACAO
DAS CELULAS TUMORAIS A20, ESPLENOCITOS E
TIMOCITOS

As células tumorais A20, timécitos e esplendcitos foram cultivadas em
quadruplicatas durante 24 e 48 horas para o linfoma A20 e durante 24 horas para
timocitos e esplendcitos. As células foram cultivadas em placas de 96 wells, nas
concentracdes de 1x10’ cél/ml 1x10° cél/ml; 1x10° cél/ml; 1x10* cél/ml e 1x103 cél/ml em
meio RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) estéril. Apbés o
periodo de incubacdo utilizou-se a técnica de MTT para avaliagdo da proliferacdo

celular. Os procedimentos utilizados estdo detalhadamente descritos no item 3.4.12.

4.6.1 Resultados Experimento 06

Células A20

Para padronizac@o da concentracdo de células tumorais A20 a serem cultivadas
in vitro em placas 96 wells, utilizou-se a técnica de quantificacdo do indice de
proliferacdo celular através do ensaio do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
difeniltetrazélio]. Assim, de acordo com cada absorbéncia obtida em relagdo as
concentracdes de células cultivadas, pode-se observar que para ambos os intervalos de
24 e 48 horas de cultivo, a concentracdo de 1x10°céls/mL mostrou-se ideal para
plagueamento das células em placas de 96wells para futuros experimentos. De acordo
com o protocolo utilizado, a concentracao ideal de células deve obter uma absorbancia
que varia entre 0,75 — 1,25nm, entretanto, nesta absorbancia, a concentracdo de
células/mL estaria muito superior a concentracdo de 1x10’cél/mL (Figuras 9 e 10). As
células linféides A20 possuem padrdo de crescimento rapido, dobrando em namero a
cada 18horas, tendo seu crescimento prejudicado quando entram em confluéncia,

entrando em apoptose. Dessa forma, optou-se pela concentracdo entre 8x10° e



73

1x10°céls/mL, cuja absorbancia é de aproximadamente 0,21nm, pois nesta absorbancia
a quantidade de células ndo seria um fator prejudicial ao crescimento das mesmas, ja

gue as células A20 ndo atingem confluéncia nesta concentracdo (ATCC Cell Biology).

MTT A20 24h
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Figura 9 - Células tumorais A20 in vitro. Técnica de MTT 24h

MTT A20 48h
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Figura 10 - Células tumorais A20 in vitro. Técnica de MTT 48h
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Esplendcitos e Timaocitos

As células provenientes do baco (esplendcitos) apresentaram valores de
absorbancia de 0,07 quando cultivadas na concentracdo de 8x10° cel/ml e absorbancia
de 0,2 quando cultivadas na concentracdo de 1x10° cel/ml (Figura 11-A). Por outro lado,
estes valores obtidos dos timdcitos foram de 0, 007 quando cultivados na concentracéo
de 8x10° cel/ml e absorbancia de 0, 056 quando cultivados na concentracéo de 1x10°
cel/ml (Figura 11-B).

MIT Esplenocitos 24h MTT Timocitos 24h

0.4 1 0.08 A
0.3 4 i 0.06
'I

0.2 4

abs
abs

0.1 +

T T 1 -0.02 T T T
¢ 10 1 10° 10" 10* 10 1¢ 10¢ 10
céls/ml céls/ml

Figura 11 - A. MTT de esplendcitos apés 24 horas de cultivo. B. MTT de
timdcitos apo6s 24 horas de cultivo

4.7 EXPERIMENTO 07 TRATAMENTO DE CELULAS DE LINFOMA A20,
ESPLENOCITOS E TIMOCITOS COM DIFERENTES
DOSES DE EE2 E RH

A viabilidade de células de linfocitos normais e tumorais e células de
Ehrlich foi determinada pela técnica de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol] - 2,5 - brometo de
diphenyltetrazolium). Linfécitos normais foram obtidos a partir de trés camundongos
BALB/C utilizando-se amostras de bago (esplendcitos) e timo (timécitos). As células
tumorais empregadas foram obtidas da linhagem linfoma A20. Culturas em
quadruplicatas para cada linhagem de células (8 x 10° células/ml) foram realizadas da

seguinte maneira: células ndo tratadas e tratadas com RH e EE2: 10 mg/ml 1 mg/ml
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100 pg/ml 10 pg/ml. As células foram incubadas durante 24 h em 37°C em atmosfera
hamida, contendo 5 % de CO2 até doseamento por MTT. Os procedimentos utilizados

estao detalhadamente descritos no item 3.4.13.

4.7.1 Resultados Experimento 07

O tratamento com as doses de 10 mg/ml, 1 mg/ml, 100 yg/ml e 10 pg/ml
do EE2 ndo demonstrou ndo promover efeito sob a proliferacdo das células A20,
timocitos e esplendcitos. A pequena variacdo das absorbancias resultantes apos o
tratamento por 24 horas (Figura 12) revela que o EE2 ndo inibe a proliferacdo destas
células nestas concentracdes (p>005). Em contrapartida, o tratamento com RH nas
doses de 10 mg/ml e 1 mg/ml reduziu significantemente (p<0, 005) a proliferagéo celular
do linfoma A20, sem alterar a proliferacéo dos timdcitos e esplendcitos (Figura 13).

Tratamento EE2

3 controle
B3 EE2 10mg/mL
E3 EE2 1mg/mL
EE2 100microgramas/mL
EE2 10microgramas/mL

L]

Figura 12 - Tratamento com diferentes doses de EE2 (Extrato Etandlico 22 partida). Estudo in
vitro dos efeitos do EE2 nas concentra¢des de 10mg/ml, 1mg/ml, 100ug/ml e

10ug/ml, sob diferentes linhagens celulares.
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Tratamento RH

23 controle
E3 RH 10mg/mL
E3 RH 1mg/mL
RH 100microgramas/mL
RH 10microgramas/mL

TR B

SR

Figura 13 - Tratamento com diferentes doses de RH (residuo hexanico). Estudo in vitro dos
efeitos do RH nas concentragdes de 10mg/ml, 1mg/ml, 100ug/ml e 10ug/ml, sob
diferentes linhagens celulares. ‘Diminuicéo significante da viabilidade celular das
células tumorais do linfoma A20 nas doses de 10mg/ml e de 1mg/ml ‘p = 0, 0005
ANOVA pébs-teste Tukey. Os esplendcitos e timécitos cultivados com a mesma

concentracdo do RH n&o sofreram perda significante da viabilidade celular

4.8 EXPERIMENTO 08 — TRATAMENTO DE CELULAS DE LINFOMA A20, TUMOR DE
EHRLICH, ESPLENOCITOS E TIMOCITOS COM RH 1mg/ml

A viabilidade de células de linfécitos normais e tumorais e células de Ehrlich foi
determinada pela técnica de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol] - 2,5 - brometo de
diphenyltetrazolium). Linfécitos normais foram obtidos a partir de trés camundongos
BALB/C e Swiss utilizando-se amostras de baco (esplendcitos) e timo (timécitos). As
células tumorais empregadas foram das linhagens: linfoma A20 e carcinoma de Ehrlich.
Culturas em quadruplicatas para cada linhagem de células (8 x 10° células/ml) foram
realizadas da seguinte maneira: células ndo tratadas e tratadas com RH 1 mg/ml; com

incubagédo de 24 h em 37°C em atmosfera humida, contendo 5 % de CO2 até
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doseamento por MTT. Os procedimentos utilizados estdo detalhadamente descritos no
item 3.4.14.

4.8.1 Resultados Experimento 08

De acordo com os valores de absorbancia obtidos em todas as culturas,
observou-se que os esplendcitos e timécitos cultivados com o RH 1mg/ml durante 24
horas, ndo apresentaram diminui¢cdo de viabilidade. Por outro lado, as células tumorais
cultivadas: linfoma A20 e carcinoma de Ehrlich mostraram variacado significante (p<0,
005) nos valores de absorbancia das células tratadas em relacdo as células nédo
tratadas com o RH. As células tumorais tratadas com o RH obtiveram valores de
absorbancia menores que as células tumorais néo tratadas, revelando, portanto, que o
cultivo com o RH promoveu diminuicdo da viabilidade destas células em 24 horas
(Figura 14).

Tratamento RH 1mg/mL

0.20
B3 co
3 RH 1mg
0.15
2 0.10
- *
a 0.
[ e
0.05-
o
Fod
e
Foed
= Fd ]

timo bal;: Ehrlich A20
Figura 14 - Tratamento com RH 1mg/ml. Estudo in vitro dos efeitos do RH (residuo hexanico)
na concentracdo de 1mg/ml, sob diferentes linhagens celulares. ‘Diminuic&o
significante da viabilidade celular das células tumorais do linfoma A20 e de
carcinoma mamario de Ehrlich, cultivadas com RH 1mg/ml. Os esplendécitos e

timocitos cultivados com a mesma concentracdo do RH nédo sofreram perda

significante da viabilidade celular. ‘p = 0, 0005 ANOVA pés-teste Tukey
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4.9 EXPERIMENTO 09 - IDENTIFICACAO DOS TRICOTECENOS MACROCICLICOS
NO EXTRATO ETANOLICO DE B. CORIDIFOLIA

A preparacdo dos residuos foi realizada conforme item 2.4.1.2 e esta

esquematizada segundo fluxograma da figura 15.

Extracdo
com
ACETATO
de ETILA

Fxtracdo com HFXANO

Extracdo com BUTANOL

Extragdo com
DICLOROMETANO

Figura 15 - Identificacdo dos tricotecenos macrociclicos no extrato etandlico de B.
coridifolia. Preparagdo dos residuos. EE: Extrato Etanodlico, SA: Solucao
Aquosa RIA: Residuo Insolivel em Agua RAE: Residuo Acetato de Etila, RB:
Residuo Butanodlico, RA: Residuo Aquoso, RH: Residuo Hexéanico, RIH:
Residuo Insolivel em Hexano, RID: Residuo Insolivel em Diclorometano, RD:

Residuo Diclorometan
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4.9.1 Resultados Experimento 09

Anélise Cromatografica

Em relacédo a analise cromatogréafica dos residuos RH, RIA e EE, a cromatografia
em camada delgada revelou a presenca de manchas observaveis em luz UV e
manchas reveladas apenas em H,SO,4 10%. As manchas reveladas no UV n&o foram
caracteristicas da presenca de terpenos, ja que nesta radiagdo sdo mais comumente
observadas substancias aromaticas. As manchas reveladas em H,SO,; 10% podem
sugerir a presenca de terpenos, de acordo com metodologia descrita por Wagner
(1996). Os residuos RH RIA e EE parecem possuir as mesmas substancias, ja que
demonstraram o mesmo padrdo de corrida na analise cromatogréfica, sendo que a
analise bidimensional do EE revelada em H,SO,; 10% demonstrou a presenca de
algumas substancias com caracteristicas de terpenos. Os residuos RD, RID, RAE e RB
nao demonstraram substancias reveladas pelo H,SO,4 10%. Os resultados das manchas
reveladas no UV e no H,SO, 10% estado apresentados nas figuras 17, 18, 19 e 20. A
estrutura molecular dos tricotecenos macrociclicos mais comumente encontrados na B.

coridifolia séo ilustrados na figura 16.

15

’,
11y,

OH

HO "y Verrucarol

Roridin A Verrucarin A

Figura 16-. Tricotecenos macrociclicos. Estrutura molecular dos
principais tricotecenos macrociclicos presentes em B.
coridifolia
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Figura 17 - Cromatografia em camada
delgada (TLC). A analise
cromatografica demonstrou
que o0 extrato etandlico de
B. coridifolia (EE), o
residuo insolavel em agua
(RIA) e o residuo hexanico
(RH) parecem possuir as
mesmas substancias. As
manchas circuladas em
verde ndo foram reveladas
na luz UV, apenas em
H,SO, 10%, indicando
provaveis presencas de
terpendides

Figura 18 - Cromatografia em camada
delgada (TLC). A anélise
cromatogréafica
demontsrou que o extrato
etandlico de B. coridifolia
(EE), o residuo insolavel
em agua (RIA) e o residuo
hexanico (RH) parecem
possuir as mesmas
substancias. As manchas
circuladas em verde néo
foram reveladas na luz
UV, apenas em H,SO,
10%, indicando provaveis
presencas de terpendides
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Figura 19 - Cromatografia de alta

resolucdo (HPTLC).
Andlise cromatografica
bidimensional do EE de
B. coridifolia. As
manchas circuladas em
verde nao foram
reveladas na luz UV,
apenas em H,SO, 10%,
indicando provaveis
presencas de
terpendides
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cloroférmio (97) : acetona (7)
Figura 20 -
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Cromatografia em camada
delgada (TLC). A andlise
cromatografica  demonstrou
que o EE de B. coridifolia de
amostra coletada em
fevereiro de 2008 (EE1), e o
extrato etandlico de B.
coridifolia de amostra
coletada em setembro de
2008 (EE2) parecem possuir
as mesmas substancias. As
manchas circuladas em verde
nao foram reveladas na luz
UV, apenas em H,SO, 10%,
indicando provaveis
presencas de terpendides. As
manchas circuladas em
vermelho foram reveladas na
luz UV
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4.10 EXPERIMENTO 10 - IDENTIFICACAO DOS TRICOTECENOS MACROCICLICOS
NO RESIDUO HEXANICO DE B. CORIDIFOLIA

Inicialmente, foram coletadas 40 fragbes (BC1) de seis ml cada, partindo-se de
300mg de RH obtido do EE1, pelo método de cromatografia em coluna, conforme
detalhadamente descrito no item 2.4.1.3 e estd esquematizado segundo fluxograma da
figura 21-A. Posteriormente foi realizada uma segunda coluna de fracionamento
partindo-se do EE2, onde foram coletadas 70 fracdes de trés ml cada (BC2- figura 21-
B). Posteriormente as fragfes coletadas foram submetidas a andlise por cromatografia
em camada delgada (CCD) em corridas de oito cm, juntamente com amostras padréo
de Sitosterol e RH.

4.10.1 Resultados Experimento 10

As fragOes coletadas do RH na primeira coluna de fracionamento (BC1) foram
reunidas de acordo com a similaridade das manchas observadas na cromatografia em
camada delgada (Figura 22-A, B) e seus respectivos Rf. O resultado € apresentado no
fluxograma da figura 21-A. Foi realizada uma segunda cromatografia em coluna com a
segunda partida de B. coridifolia, cujo EE obtido foi denominado EE2, resultando em um
segundo RH.

As fracBes coletadas do RH da segunda coluna de fracionamento (BC2) foram
reunidas de acordo com a similaridade das manchas observadas na cromatografia em
camada delgada (Figura 23-A, B) e seus respectivos Rf, conforme ilustrado no
fluxograma da figura 21-B. Uma amostra padréo Sitosterol (esterdide) foi utilizada na
corrida da CCD para analise comparativa do valor Rf das outras amostras (Figura 23B).
O valor Rf do sitosterol foi de 0,44cm, a observagdo de manchas com valores proximos
deste Rf podem indicar a presenca de terpenos. As fracdes reunidas em A, B, C,D e E
foram enviadas para o laboratério de farmacologia do Departamento de Fisica e
Quimica Organica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas- Universidade de Sé&o

Paulo.
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A) Cromatografia em Coluna - BC1

Cromatografia em coluna de silica 60H sob média pressdo
Eluente: Cloroférmio (93) : Acetona (7)

|
BC1.0 BC1.1-1.4 BC1.5-1.8 BC19111 m BC1.14-1.22 BC123126 BC127129 BC130134 BC135140

Sitosterol
Rf = 0,44

Volume = 6ml

B) Cromatografia em Coluna — BC2

.

RH 300mg
||

1 1
A D E
BC2.17-2.20 BC 2.21-2.30 BC 2.31-2.35 BC2.36-2.49 BC 2.50-2.70

Figura 21-. Cromatografia em Coluna. A. Cromatografia em coluna partindo-se de
amostra de extrato etandlico da primeira partida de B. coridifolia (EE1). As
amostras foram reunidas em fragbes A, B, C, D, E, F, G, H, | e J(RH:
residuo hexanico RHI: residuo insolivel em hexano). B. Cromatografia em
coluna partindo-se de amostra de extrato etandlico da segunda partida de
B. coridifolia (EE2). As amostras foram reunidas em fracdes A, B, C, D e
E(RH: residuo hexanico RHI: residuo insolivel em hexano).
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Figura 22. Cromatografia em camada delgada

(TLC). A. Fragbes coletadas de 1.0-
1.40 no volume de 6mL. As manchas
demarcadas com circulos tracejados
de mesma cor indicam similaridade
dos componentes de cada fragdo. Os
circulos tracejados em azul indicam a
presenca de sitosterol. B. As fraces
similares foram reunidas em A,B,C,
D, E, F, G, H, | e J. Areunido das
fracdes em A, B e C indicam a
presenca de clorofila. A reunido das
fracbes D, E e F possuem o mesmo
valor de Rf do Sitosterol, indicando a
provavel presenca de terpenos
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Figura 23.

B.

Fase mavel: cloroférmio (93): acetona (7)

Cromatografia em camada
delgada (TLC). A. Fracbes
coletadas de 2.0-2.70 no
volume de 3mL. As manchas
demarcadas com circulos
tracejados de mesma cor
indicam similaridade dos
componentes de cada fracéo. B.
As fragbes similares foram
reunidas em AB,C, D e E. As
fracbes 2.17-2.20, reunidas em
A possuem o mesmo valor de
Rf do Sitosterol, indicando a
provavel presenca de terpenos.
As fragbes 2.21-2.30 foram
reunidas em B, 2.31-2.35
reunidas em C, 2.36-2.49
reunidas em D e 2.50-2.70
reunidas em E
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5. DISCUSSAO

A B. coridifolia € uma planta toéxica de interesse veterinario que causa, em
animais de producéo, principalmente bovinos, morte por alteracdes gastrointestinais
(TOKARNIA, 1955). Além disto, foi também descrito que esta toxicose promove, em
bovinos, necrose em tecidos linfaticos, com excec¢do do timo. Posteriormente, um
estudo pioneiro em animais de laboratério, conduzido por Varaschin (2002) mostrou
que a administracdo de extrato bruto (EB) de B. coridifolia a camundongos causava
efeito toxico em linfocitos presentes nos tecidos linfides secundarios; esta mesma
pesquisa mostrou, ainda, que o EB promoveu, nestes roedores, ao contrario do
verificado na espécie bovina, alteragdo (necrose) do timo também.

Sabe-se que a B. coridifolia contém tricotecenos macrociclicos, os quais, em
pesquisas anteriores, mostraram possuir varias propriedades bioldgicas, tais como
atividade antibiotica, antiviral, antileucémica e acdo imunomoduladora (KUPCHAN et
al., 1977; JARVIS et al., 1988; HUGHES et al., 1989; ISAKA et al., 1999; GARCIA et al.,
2002). Assim, foi objetivo principal deste trabalho verificar se extratos desta planta que
conteriam os tricotecenos, poderiam ser empregados, em doses apropriadas, como
instrumento terapéutico em doencas linfoproliferativas, como os linfomas, ja que estes
compostos teriam efeito toxico sobre linfécitos. Desta feita, a presente pesquisa visa
principalmente melhor conhecer o mecanismo de agéo desta planta, focando os seus
efeitos no sistema imune.

Neste estudo, inicialmente, procurou-se determinar se as doses da solucdo
obtida da planta seriam eficazes para atingir os objetivos propostos, ou seja, foi
necessario fazer a prospeccao de doses da planta que ndo promovessem toxicidade
nos animais, mas que pudessem mostrar possiveis efeitos sobre células linféides
malignas. Para tanto, obteve-se o mesmo tipo de solucdo (EB) que aquele empregado
por Varaschin (2002), quando estudou a toxicidade da planta em bovinos e
camundongos. Aqui, a EB foi administrada a camundongos da linhagem Swiss, em
doses crescentes, verificando-se que 10 g/kg da matéria seca (EB1 - folhas e talos) da
B. coridifolia, coletada em fevereiro de 2008, promoveu a morte do animal de forma

aguda, e este efeito ocorreu ao redor de 36 horas ap0s a administracdo do extrato.
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E amplamente conhecido que ha grande variagdo no contetdo dos principios
ativos de uma planta devido a alguns fatores, tais como a época do ano na qual foram
colhidas, as partes do vegetal ingerido (sementes, folhas, talos e raiz) entre outros
(TOKARNIA, 2000). De fato, sabe-se que sédo necessarios 2,0 g/kg de folhas de B.
coridifolia para causar a morte de bovinos quando esta € colhida em outubro/novembro
(planta em brotacdo), enquanto que em mar¢o, quando este vegetal apresenta-se em
floracdo e frutificacdo, verifica-se que apenas 0,25 a 0,5 g/kg da planta ja é capaz de
promover tal efeito nesta mesma espécie animal (TOKARNIA, 2000).

Interessante que nesta pesquisa, o efeito esperado ndo foi o ocorrido; desta
maneira, verificou-se que o extrato obtido de folhas secas coletadas em setembro (EB2)
promoveu a morte dos camundongos a partir da dose de 8g/Kg, enquanto que aquele
extrato proveniente de material vegetal da planta, colhido de fevereiro a abril (EB1), ou
seja, no periodo no qual deveria haver maior concentracdo de substancias toxicas na
B.coridifolia, foi necesséario 10g/Kg de planta. Pouco poderia ser especulado neste
momento para tentar justificar tal resultado; entretanto, deve-se considerar que o
material coletado em setembro compunha-se apenas por folhas, que € a parte mais
toxica da planta. J4 as amostras de B.coridifolia, coletadas em fevereiro continham
quase que exclusivamente talos, que sabidamente possui menor atividade tdxica
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). Portanto, é provavel que esta diferenca
entre um e outro material vegetal deva ter influenciado no efeito toxico da planta.

Devido ao fato de os tricotecenos pertencerem a classe das substancias
terpendides, com caracteristicas mais apolares, resolveu-se submeter ambas as
partidas de plantas a extracdo com diferentes solventes, ja que se supde serem estes
compostos aqueles responsaveis pelos efeitos no tecido linféide. Por conseguinte,
objetivando-se obter dos extratos brutos de B. Coridifolia a maior parte destes principios
ativos, realizou-se a extracdo por maceracdo em &alcool, haja vista que este solvente
possui capacidade de retirar diferentes substancias com variacdes de polaridades.
Assim, foram obtidos dois extratos: EE1 e EE2, correspondentes aos periodos de
fevereiro e setembro de 2008, respectivamente; e, novamente foi realizado o ensaio
biol6gico com camundongos Swiss e Balb/C, no qual foi possivel verificar a diferenca na

toxicidade entre os dois extratos, evidenciando a variagdo no conteudo de principios
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ativos existentes nas partidas de plantas coletadas (dose toxica EE1: 8g/Kg; EE2:
49/KQg).

Dando-se sequéncia aos ensaios biolégicos com a partida que havia no
laboratério no momento, ou seja, aquela coletada em fevereiro de 2008, procurou-se
preparar concentracdes de extrato bruto (EB1) que ndo excedessem 3,0 g/kg de planta
por camundongo, sendo a menor dose administrada, durante os 21 dias, a de 0,1 g/kg
de planta. Contudo, em nenhum dos experimentos realizados, tais como analise
hematoldgica, peso relativo de 6rgdos linféides (timo e bago), celularidade de medula
Ossea e andlise histologica de diferentes tecidos, foram observadas qualquer diferenca
estatistica entre os valores obtidos dos animais dos grupos tratados com o extrato da
planta e aqueles pertencentes ao grupo controle.

Logo, a partir destes dados obtidos, optou-se por administrar o EE1, em dose
tnica (2,0 g/kg da planta) por sete dias, utilizando-se como sujeito experimental
camundongos da linhagem Balb/C, ja que o tipo de linfoma a ser implantado (células
tumorais A20) é padronizado para se desenvolver nesta linhagem (KIM et al., 1979).
Importantes dados foram encontrados neste experimento; assim, verificou-se que a
administracdo do EE1 promoveu uma série de alteracdes nos animais, sendo que
aguelas que mais chamaram a atencéo foram a expressiva diminuicdo no peso relativo
de timo e a diminuicdo na porcentagem do numero de linfécitos periféricos, quando da
realizacdo do diferencial de células brancas. Além disto, verificou-se também que,
embora o tratamento com EE1 tenha produzido estas consistentes alteragdes, nao
foram observadas alteracdes no timo e baco dos animais, como necrose ou apoptose
de linfécitos. Considerando-se que, dos linfocitos presentes na circulacdo sanguinea,
70% sao constituidos de células do tipo T (JANEWAY et al., 2001); € possivel levantar a
hipotese de que a diminui¢cdo no peso relativo do timo aqui verificada esteja relacionada
a saida precoce de linfocitos T para a circulacdo periférica. Desta maneira, 0s
mecanismos de homeostase organicos procurariam balancear a diminuicéo de linfécitos
circulantes produzido pela planta.

Objetivando-se obter maior confiabilidade dos dados e procurando-se associar
os efeitos aos principios ativos toxicos presentes na B. coridifolia realizaram-se,
paralelamente ao estudo biolégico, a deteccdo dos principios ativos da planta,

utilizando-se, para tal, a metodologia de cromatografia em camada delgada (TLC) e
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aguela de alta resolucdo (HPTLC), tanto dos EEs como dos residuos obtidos destes.
Dessa maneira, os dados provenientes desta avaliagcdo quimica revelaram, de fato, a
presenca dos tricotecenos nos extratos da planta. Este achado permite fortemente
sugerir que os efeitos sobre as células linféides de camundongos sejam realmente
devidos a acdo destas substancias.

Nos ensaios quimicos dos EBs e EEs, observou-se que o0s tricotecenos
macrociclicos, por serem substancias terpendides e, consequentemente, apresentarem
caracteristicas  fisico-quimicas mais apolares, deveriam estar em maiores
concentracfes nos residuos obtidos dos EEs, mais especificamente no residuo
hexanico, que deveria conter a maior quantidade destas substancias. Assim, baseando-
se nos resultados da analise quimica dos EBs e EEs, bem como de seus residuos,
decidiu-se utilizar o EE2 e o seu residuo hexanico obtido para realizacdo dos
experimentos seguintes.

Procurando-se verificar o efeito do extrato EE2 e seu RH sobre a proliferacdo
das células A20, timécitos e esplendcitos, procedeu-se ao estudo in vitro, o qual
mostrou que o tratamento com as doses de 10 mg/ml, 1 mg/ml, 100 pg/ml e 10 ug/ml do
EE2 ndo promoveu alteracdo, em nenhuma das células avaliadas. Por outro lado, o
tratamento com RH nas doses de 10 mg/ml e 1 mg/ml reduziu significantemente a
proliferacdo celular do linfoma A20 sem alterar a proliferacdo dos timécitos e
esplendcitos. Este resultado indicou a necessidade de, novamente, realizar este
experimento, utilizando-se apenas a menor dose (1mg/ml), nas mesmas células
anteriormente testadas e também no tumor de Ehrlich, ja que é amplamente conhecido
que esta Ultima linhagem tumoral apresenta grande potencial proliferativo e de
resisténcia a quimioterapicos (MATSUZAKI, 2006). Os resultados da presente pesquisa
mostram, in vitro, claramente que o RH da B.coridifolia é capaz de diminuir a viabilidade
das células tumorais, sem influenciar na viabilidade de timdcitos e esplendcitos.

Com o corpo de dados obtidos com o RH até aquele momento, optou-se pela
continuidade da avaliagdo deste residuo, mas agora retomando o estudo in vivo. Para
tal, inicialmente, procurou-se utilizar como sujeito experimental o camundongo Balb/C;
no entanto “experimentos pilotos” paralelos, inoculando-se o tumor nestes animais, nao
lograram éxito, visto que este apresentava involugcdo espontdnea nestes animais.

Foram ent&o escolhidos os camundongos da linhagem nude para inoculagéo do linfoma
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A20. Sabendo-se que esta linhagem de camundongos € imunodeficiente (CORDIER, A.
C.; HAUMONT, S.M, 1980) e que, por isso, poderiam apresentar respostas
completamente dispares daquelas verificadas com os camundongos das linhagens
Swiss e Balb/C, além de haver outra variavel - o género, pois estes camundongos nude
eram fémeas -, optou-se por realizar experimentos prévios, tanto para a obtencdo da
dose toxica do RH para estas fémeas, quanto para a avaliacdo de parametros
hematoldgicos dos animais sadios. Com efeito, a observacéo de que a dose toxica para
estes animais foi de 1g/kg corrobora a hipétese de que estes animais seriam mais
sensiveis ao efeito da planta. Portanto, no experimento in vivo com esta mesma
linhagem de camundongos, decidiu-se por utilizar uma dose 50% menor de RH do que
aquela toxica aguda obtida de outras linhagens.

Os resultados deste experimento mostraram que 0s animais que foram
submetidos aos diferentes tratamentos, tanto com ciclofosfamida, bem como naqueles
gue receberam a associacdo do residuo hexanico e ciclofosfamida ou apenas pelo
residuo hexanico, apresentaram diminuicdo significante do tumor. Deve-se ressaltar,
ainda, que camundongos que nao receberam nenhum tratamento precisaram ser
submetidos a eutanasia trés dias antes do final do periodo de experimentacéo, ja que
apresentavam manifestacfes clinicas e comportamentais que indicavam presenca de
dor (apatia, anorexia, andar cambaleante, dispneia).

Quanto a histopatologia aqui realizada, este estudo claramente evidenciou que
0s animais que nado receberam ciclofosfamida ou residuo hexanico apresentavam
metastases no figado, baco, linfonodos e pulmao, enquanto que, aqueles camundongos
que receberam a ciclofosfamida associada ao residuo hexanico, foram bem menos
afetados pela presenca de células neoplasicas nestes diferentes orgaos. Além disso,
embora ndo tenha sido quantificada, a metastase do linfoma parece ter afetado de
maneira mais intensa o bagco dos animais controle. Reforca este achado o fato de que
0s animais que nao foram submetidos a nenhum tratamento possuiam um significante
aumento do peso relativo deste 0rgdo, podendo-se teorizar que esta alteracdo seria
devido a massiva presenca de linfocitos neoplésicos. De fato, Chaise e colaboradores
(2007), estudando alteragcbes em camundongos causadas pelo linfoma A20, verificaram

também este mesmo efeito.
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Outros dados interessantes obtidos nesta pesquisa foram aqueles provenientes
do estudo bioquimico. Assim, observou-se que os camundongos oriundos do grupo
controle apresentaram grande aumento da atividade da enzima ALT hepética, seguido
de aumento dos niveis da enzima GGT. Considerando-se que a ALT é encontrada em
altas concentracbes no citoplasma dos hepatocitos, e que o0 aumento de sua
concentracdo sérica indica extravasamento celular, conclui-se, portanto, que estes
animais mostravam lesdo hepética (KANEKO, 2008). Além disto, sabe-se que a GGT é
uma enzima presente em alta concentracdo na membrana dos hepatdcitos, e embora
nao seja exclusivamente encontrado no tecido hepatico, o seu aumento pode indicar
congestdo hepatica ou obstrucdo biliar (KANEKO, 2008). Portanto, a andlise da
avaliagdo bioquimica permite sugerir que naqueles animais, que ndo foram submetidos
aos diferentes tratamentos, ocorreu maior invasao tumoral, o que acarretaria em danos
nos hepatocitos, bem como nas vias biliares e, por conseguinte, destruicdo de tecido
hepatico e, consequentemente, o aumento de ambas as enzimas.

Embora os animais dos grupos tratados ndo mostrassem alterac6es bioquimicas
significantes no que se refere aos niveis de ALT e GGT, foi possivel detectar que os
camundongos provenientes de todos 0s grupos experimentais apresentaram discreta
hipoalbuminemia, quando comparados aos animais sadios. Uma provavel explicacéo
para tal achado poderia estar relacionada ao fato de que ndo houve periodo habil para
a normalizagcdo da producdo de albumina pelo figado. Assim, futuramente, sera
necessario realizar um experimento no qual os animais serdo avaliados também em
periodos posteriores ao aqui estudado, para melhor dar suporte a esta conjectura.

A associacéo destes dados relativos ao estudo bioquimicos aqui obtidos revelou,
mais uma vez, que o RH foi eficaz no tratamento de tumores, impedindo de alguma
maneira o crescimento de células tumorais. Além disto, a observacdo da maior
diminuicdo do didmetro tumoral naqueles camundongos do grupo RH-C, permite sugerir
um possivel efeito sinérgico entre o residuo hexéanico de B. coridifolia e a
ciclofosfamida.

Ainda, em relagdo aos tratamentos dos camundongos portadores de linfoma, a
avaliacdo hematolégica mostrou a ocorréncia do aumento no numero absoluto de
linfécitos circulantes. Comparativamente aos camundongos nude, que nao tiveram

implantados o tumor, verificou naqueles animais do grupo controle moderada
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leucocitose por linfocitose, o que poderia sugerir ser devido a presenca de linfécitos
neoplasicos circulantes. Corrobora tal teoria a presenca de cerca de 30% de linfécitos
atipicos observados no esfregaco sanguineo destes animais. Nos animais tratados com
o residuo da planta e/ou ciclofosfamida, apesar de nédo haver alteracdes significantes
guanto ao numero de leucdcitos totais, ocorreu discreta linfopenia quando se comparou
com os valores obtidos dos animais ndo portadores de tumor. A associacado destes
achados indica que os tratamentos aqui empregados, associados ou ndo, podem
promover a morte tanto de linfécitos normais quanto de linfocitos neoplasicos. No
entanto, sdo necessarios outros experimentos posteriores que possam comprovar ou
descartar tal hipétese.

Além disto, a hematologia mostrou que o nimero de plaguetas dos animais do
grupo controle apresentou-se diminuido, tanto em relagcdo aquele dos animais dos
grupos tratados, como daquele dos animais sadios. Essa significante trombocitopenia
pode ser um indicio da expressiva evolucdo tumoral nestes animais do grupo controle.
De fato, Chaise e colaboradores, 2007, trabalhando com camundongos portadores
deste mesmo tumor, relatam a disseminacado do linfoma para figado, linfonodos e baco,
resultando em organomegalia nestes animais. Outro estudo, em cées, conduzido por
Couto e colaboradores, 1992, verificou a ocorréncia de trombocitopenia nos animais
gue apresentavam esplenomegalia decorrentes da evolucao de neoplasias.

Sabe-se que a reducao na quantidade de plaquetas no sangue (trombocitopenia)
€ um achado comum em portadores de neoplasias (MOULTON; HARVEY, 1990;
COUTO, 1992; WITHRO; MACEWEN'S, 2007), sendo que tal alteracdo seria devida a
cinco mecanismos principais: aumento do sequestro e destruicdo pelo baco aumentado
(hiperesplenismo), reducao na producéo pela medula 6ssea, deficiéncia de acido folico,
destruigcdo por mecanismos imunolégicos e por coagulacdo intravascular disseminada
(COUTO, 1992; WITHROW; MACEWEN'S, 2007).

Portanto, sabendo-se que a trombocitopenia possa ocorrer por diferentes
mecanismos, e que nos camundongos, de todos 0s grupos, que receberam o0s
diferentes tratamentos, ndo foram evidenciadas altera¢cées na celularidade da medula
0ssea, pode-se supor que qualquer alteragdo no niumero de plaguetas circulante aqui
encontrada ndo estaria relacionada a modificacdo na producdo destas pela medula

0ssea e sim gque esta trombocitopenia verificada nos animais do grupo controle se deva
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a esplenomegalia, alteracdes hepaticas e circulatorias. Ja a trombocitose encontrada
nos animais dos grupos RH e ciclofosfamida poderia estar relacionada a um mecanismo
reflexo, em resposta ao consumo das plaquetas por sequestro esplénico, pelo avancgo
da neoplasia (com possivel hiperesplenismo e hipertensdo portal). Assumindo-se esta
conjectura, a presenca de hematopoiese extramedular, evidenciada pelo aumento de
megacariocitos no baco destes animais, revelada no exame histopatolégico do 6rgéao,
poderia ser resultado da tentativa do organismo em responder ao consumo destas
células pela evolucdo tumoral. No entanto, considerando-se tal suposi¢édo, deveria ser
esperado um quadro semelhante naqueles animais pertencentes aos grupos controle e
RH-C, o que nao foi evidenciado. Porém, deve-se ponderar que, em relacdo aos
camundongos ndo tratados, a répida evolucdo tumoral provavelmente ndo tenha
permitido a recuperacdo e resposta do organismo, enquanto que 0S animais
submetidos ao tratamento com RH-C teriam possivelmente se recuperado do linfoma.
De fato, estes camundongos foram aqueles que mostraram maior involucdo tumoral.
Assim, o equilibrio organico entre producdo de plaquetas pela medula 6ssea e o
consumo destas por uma possivel destruicdo e sequestro destas células pela
congestdo esplénica levaria 0os animais deste grupo a apresentarem niveis plaquetéarios
mais préximos aos daqueles verificados em animais sadios.

Finalmente, o exame de sangue neste estudo revelou, por meio da avaliacado da
porcentagem de eritrocitos (hematécrito ou ht), que todos os camundongos dos
diferentes grupos experimentais apresentavam-se discretamente anémicos, quando
comparados aos animais sadios. A anemia € uma desordem que frequentemente
acomete os portadores de cancer. Em pacientes humanos, cerca de 50% dos
portadores de linfoma apresentam anemia (BENETT; SCHECHTER, 2010). A anemia,
como resultado da presenga de um cancer, parece estar relacionada com varios
fatores, incluindo inflamacdo crénica, hemolise, neovascularizacdo tumoral, baixos
niveis séricos de eritropoietina, baixa resposta da medula O0ssea a eritropetina e
infiltracdo da medula dssea por células neoplasicas (COIFFIER, 2000).

Embora a contagem de reticuldcitos para a classificagdo da anemia ndo tenha
sido realizada nos camundongos dos diferentes grupos, pode-se sugerir que, nesta
pesquisa, o decréscimo do hematdcrito nos animais com linfoma esteja relacionado a

neovascularizacao tumoral e congestéo de 6rgaos (principalmente no bacgo). Entretanto,
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como nao foram avaliadas a ocorréncia de hemdlise extravascular e diminuicdo dos
niveis séricos de eritropoietina, estes fatores ndo podem ser descartados como
possiveis causadores da alteracdo no hematdcrito. Ainda, deve-se considerar que
possa ter havido uma possivel diminuicdo da resposta da medula 6ssea a eritropoietina,
0 que levaria a hipoplasia eritrdide ou desiretropoiese, com queda do hematdcrito.
Assim, embora a contagem do numero total de células da medula Ossea dos
camundongos com linfoma nao tenha diferido daquela dos camundongos sadios, uma
analise mais especifica da classificacdo e diferenciacdo das células medulares sera
necessaria para descartar ou ndo a hipotese de que a série eritrdide ndo foi
prejudicada. Ainda, em relacdo a isto, deve-se considerar que em muitos casos a
hipoplasia eritréide pode ser evidenciada mesmo com a celularidade medular normal,
pois o aumento de outra linhagem celular, como os neutréfilos, por exemplo,
concomitantemente ao decréscimo da série eritroide, pode dar a falsa idéia de que a
celularidade da medula O0ssea apresenta-se dentro dos padrées de normalidade
(HARVEY, 2001)

Concluindo, este trabalho €é aquele que primeiro evidenciou os efeitos
antitumorais do residuo hexanico de B. Coridifolia, tanto in vivo quanto in vitro, em
células neoplasicas de linfoma-B (A20) e carcinoma murino (Ehrlich). Portanto, &
possivel, sugerir a priori que 0s principios ativos presentes na planta poderiam ser
candidatos para potencial tratamento de algumas formas de tumores. No entanto, esta
€ apenas a primeira etapa desta pesquisa. Deste modo, se por um lado o presente
estudo permitiu evidenciar efeitos antitumorais promissores desta planta, questfes
surgiram e, neste momento, ndo ha dados experimentais que embasariam respostas a
elas. De fato, com estes resultados aqui obtidos, podem-se levantar algumas hipoéteses,
tais como que 0s mecanismos para a diminuicdo do tumor seriam devido a capacidade
dos principios ativos de B. Coridifolia causarem a morte de linfécitos, sendo que este
efeito estaria relacionado a acéo direta destes nos linfécitos em replicacdo, do que um
efeito secundario, resultante de ativacdo do sistema imune. Entretanto, o efeito destes
principios ativos em células NK e macréfagos ndo podem ser alijados e devem ser
futuramente avaliados.

Logo, este trabalho possibilita dar inicio a varios outros estudos que procurarao

nao somente comprovar este efeito antitumoral da planta, como também esclarecer se,
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de fato, seriam os tricotecenos aqueles principios ativos responsaveis por tal efeito e,

sobretudo, como seriam 0os mecanismos de acao para tal.
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6 CONCLUSOES

v A presente pesquisa corrobora estudo anterior, reproduzindo também os efeitos
toxicos da B.coridifolia em camundongos;

v dentre os extratos de B. coridifolia, o etandlico (EE) mostrou-se mais téxico para
0s camundongos, comparativamente ao extrato bruto (EB). O residuo hexanico
(RH) por sua vez, mostrou-se ainda mais toxico para os camundongos do que o

extrato etanoélico;

v" 0 residuo hexanico da B. coridifolia diminui a viabilidade de células tumorais de

linfoma A20 e Ehrlich em tratamento in vitro;

v' os efeitos toxicos da B. coridifolia sobre linfécitos sdo mais pronunciados
naqueles tumorais. Além disto, supBe-se que este efeito também ocorra em

outras células tumorais de origem linféide;

v' a administracdo do residuo hexanico da B. coridifolia, isoladamente ou em
associacdo com a ciclofosfamida promove melhora clinica em camundongos

portadores de linfoma;

v" 0 residuo hexanico da B. coridifolia, isoladamente ou em associacdo com a
ciclofosfamida diminui a ocorréncia de metastase em camundongos portadores

de linfoma;

v' 0s camundongos da linhagem nude podem servir como modelo experimental

para o estudo do linfoma,;

v/ a analise quimica dos extratos, realizado por meio de cromatografia em camada
delgada e cromatografia em coluna, sugere a presenca de tricotecenos

macrociclicos nas amostras analisadas.



100

Referéncias



101

7. REFERENCIAS

BARROS, C. S. L. IntoxicagOes por plantas que afetam o tubo digestivo. In: RIET-
CORREA, F.; MENDEZ, M. C.; SCHILD, A. L. Intoxicacdo por plantas e
micotoxicoses em animais domeésticos. Pelotas: Editorial Hemisfério Sul do Brasil,
1993. v.1, cap. 6, p. 159-169.

BENETT, M.; SCHECHTER G.P.Treatment of splenic marginal zone lymphoma:

splenectomy versus rituximab. Seminars in Hematology. v. 47, n.2, p. 143-147, 2010.

CHAISE C., ITTI E; PETEGNIEF Y.; WIRQUIN E.; COPIE-BERGMAN C.; FARCIET J.
P. [F-18]-Fluoro-2-deoxy-D-glucose positron emission tomography as a tool for
early detection of immunotherapy response in a murine B cell lymphoma model.

Cancer Immunol Immunother. v.56, n.8,p. 1163-1171, agosto, 2007.

CHUNG, Y. J.; JARVIS, B. B.; PESTKA, J. J. Modulation of lipopolysaccharide
induced proinflamatory cytokine prodution by safratoxins and other macrociclyc
trichothecens in the murine macrophage. Journal of Toxicology and Environmental
Health. v.66,p.379-391, 2003.

COIFFIER, B. The impact and management of anaemia in haematological

malignancies. Medical Oncology. v.17, p.2-10, 2000.

COSTA, E. R.; COSTA, J.N.; ARMIEN, A.G.; BARBOSA, J.D.; PEIXOTO, P.V.
Intoxicacao experimental por Baccharis coridifolia (Compositae) em eqiinos.

Pesquisa Veterinaria Brasileira. v.15,n.1, p.19-26, 1995.

COUTO, C. G. Moléstias dos linfonodos e baco. In: ETTINGER, S. J. Tratado de
medicina interna veterinaria. 3. ed. Sdo Paulo: Manole, 1992. cap. 115, p. 2328-2348.



102

CORDIER, A. C.; HAUMONT, S.M. Development of thymus, parathyroids, and
ultimo-branchial bodies in NMRI and nude mice. The American Journal of anatomy.
v.157, n. 3, p.227-263, 1980.

DOBERENER, J.; REZENDE, A.M.L.; TOKARNIA, C.H. Intoxicacdo experimental por
Baccharis coridifolia em coelhos. Pesquisa Agropecuaria Brasileira Série Veterinaria.
v.11, p.27-35, 1976.

FIGHERA A. R.; SOUZA M. T.; BARROS C. S. L. Linfossarcoma em caes. Ciéncia
Rural, Santa Maria. v.32, n.5, p.895-899, 2002.

FROQUET, R.; SIBIRIL, Y.; PARENT-MASSIN, D. Trichothecen toxicity on human
megakaryocyte progenitors (CFU-MK). Human Experiment Toxicology. v.20, p. 84-89,
2001.

GARCIA, C. C.; ROSSO, M. L.; BERTONI, M. D.; MAIER, M. S.; DAMONTE, E. B.
Evaluation of the antiviral activity against Junin virus of macrociclyc
trichothecenes produced by the hypocrealen epibiotic of Baccharis coridifolia.
Planta Med. v.68, p. 209-212, 2002.

GOBBO-NETO, L., LOPES, N. P. Plantas Medicinais: Fatores de influéncia no

contetdo de metabdlitos secundarios. Quimica Nova, v.30. n.2, p. 374-381, 2007.

HABERMEHL, G. G.; BUSAM, L.; HEYDER, P.; MEBS, D.; TOKARNIA, C. H;
DOBEREINER, J.; SPRAUL, M. Macrocyclic trichothecene: cause of livestock
poisonings by the Brazilian plant Baccharis coridifolia. Toxicon. v. 23, n. 5, p. 731-
745, 1985.

HARVEY, J.W. Atlas of veterinary hematology — blood and bone marrow of

domestic animals. Pensylvanya: Saunders, 2001.228p.



103

HUGHES, B. J.; HSIEH, G. C.; JARVIS, B. B.; SHARMA, R. P. Effect of macrociclyc
trichothecenes mycotoxin on the murine system. Archives of Enviromental

Contamination and Toxicology. 1989; 3: 88-95.

ISAKA, M.; PUNYA, J.; LEITWERAWAT, Y.; TANTICHAROEN, M.; THEBTARANONTH
Y. Antimalarial activity of macrociclyc trichothecenes isolated from the fungus

Myrothecum verrucaria. Journal of natural products. v.62, p.329-331, 1999.

JARVIS, B. B.; COMEZOGLU, S. N.; RAO, M.; PENA, N. B. Isolation of macrocyclic
trichothecenes from a large-scale extract of Baccharis megapotamica. The Journal
of Organic Chemistry. v. 52, p. 45-56, 1987.

JARVIS, B. B.; MIDIWO, J.; BEAN, G. & ABDOUL-NASR, M. B.; BARROS, C. S.The
mysterry of trichothecene antibiotics in Baccharis species. Journal of Natural
products. v. 51, n. 4, p. 736-744, 1988.

KANEKO J. J.; HARVEY J. W.; BRUSS M. L. Clinical Biochemistry of domestic
animals. 6ed. San Diego: Academic press, 2008.916p.

KIM KJ, KANELLOPOULOS-LANGEVIN C, MERWIN RM, SACHS DH, ASOFSKY R.
Establishment and characterization of BALB/c lymphoma lines with B cell

properties. Journal of Imunology. v. 122, n.2,p. 549-554, 1979.

KUPCHAN, S. M.; STREELMAN, D. R.; JARVIS, B. B.; DAYLEY, R. G.; SNEDEN, A.T.
Isolation of potent new antileukemic trichothecenes from Baccharis

megapotamica. The Journal of Organic Chemistry. v. 42, n. 26, p. 4221-4225, 1977.

MATSUZAKI P.; HARAGUCHI M.; AKISUE G.; OLORIS S.C.; NAGAMINE M. K.; SILVA
T. C.; SAKAI M.; MONTEIRA F. E.; PALERMO-NETO J.; GORNIAK S.L.; DAGLI M. L.
Antineoplastic effects of butanolic residue of Pfaffia paniculata. Cancer Lett, v.238,
n.1, p. 85-89, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20KJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kanellopoulos-Langevin%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Merwin%20RM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sachs%20DH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Asofsky%20R%22%5BAuthor%5D

104

MOULTON, J. E.; HARVEY, J. W. Tumor of lymphoid and hematopietic tissue. In
Moulton J. E. (ed): Tumors of domestic animals, 3" ed. Berkeley, University of California
press, 1990. p. 231-307.

NAGATA, T., SUZUKI, H., ISHIGAMI, N., SHINOZUKA, J., UETSUKA, K., NAKAYAMA,
H., DOI, K. Development of apoptosis and changes in lymphocyte subsets in
thymus, mesenteric lymph nodes and Peyer’s patches of mice orally inoculated

with T-2 toxin. Experimental Toxicology Pathology. v. 53, p. 309-315, 2001.

OCCHIONI, P. Contribuicao ao estudo da “mio-mio”, Baccharis coridifolia D. C.
Boletim da Sociedade Brasileira de Medicina Veterinaria. v. 13, n. %, p. 193-209, 1944.

RAFAI, P.; TUBOLY, S.; BATA, A.; TILLY, P.; VANYI, A.; PAPP, Z.; JAKAB, L.; TURY,
E. Effect of various levels of T-2 toxin in the immune system of growing oigs.
Veterinary. Research. v.136, p. 511-514, 1995.

ROTTER, B.A.; PRELUSKY, D.B.; PESTKA, J.J. Toxicology of deoxynivalenol
(vomitoxin). J. Toxicol. Envirom. Health. v.48, p. 1-34, 1996.

JANEWAY, CHARLES A.; TRAVERS, PAUL; WALPORT, MARK; SHLOMCHIK, MARK.
Immunobiology: The immune system in health and desease. 5th ed. New York:
Garland Publishing, 2001. 732p.

SUDAKIN, D.L. Trichothecenes in the environment:relevance to human health.
Toxicology Letters. v.143, n.2, p.97-107, 2003.

SWANSON, S.P.; HELASZEK, C.; BUCK, W.B.; ROOD, H.D.; JR HASCHEK, W.M. The
role of intestinal microflora in the metabolism of trichothecene mycotoxins. Food
Chemicals Toxicology. v.26, p.823-829, 1988.



105

THUVANDER, A.; WIKMAN, C.; GADHASSON, I. In vitro exposure of human
lymphocytes to trichothcenes: individual variation in sensitivity and effects of
combined exposure on lymphocyte function. Food Chemicals Toxicology. v. 37, p.
639-648, 1999.

TOKARNIA, C.H.; DOBEREINER, J. Intoxicagao experimental em bovinos por “mio-

mio”, Baccharis coridifolia. Pesquisa Agropecuaria Brasielira Série Veterinaria. v. 10,
p.79-97, 1955.

TOKARNIA, C.H.; DOBEREINER, J. Intoxicagcao experimental em ovinos por “mio-

mio”, Baccharis coridifolia. Pesquisa Agropecuaria Brasielira Série Veterinaria. v. 10,
p.19-26, 1976.

TOKARNIA, A.C.H.; DOBEREINER, J.; PEIXOTO, P. V. Plantas t6xicas do Brasil. Rio
de Janeiro: Helianthus, 2000. 310p.

UENO, Y. Developments in food science 4. TRICHOTHECENES - Chemical,

Biological and Toxicological Aspects. Elsevier: Amsterdam. 309 p., 1983.

UENO, Y.; UEMORI, K.; NIIMI, E.; TANUMA, S. |.; NAGHTA, S.; SUGAMATA, M,
IHARA, T.; SEKIJIMA, M.; KAWAI, K.; UENO, I.; TASHIRO, F. Induction of apoptosis
by T-2 toxin and other natural toxins in HI-60 human promyelotic leukemia cells.
Natural Toxins. v.3, p.129-137, 1995.

VARASCHIN, M. S.; BARROS, C. S. L.; JARVIS, B. B. Intoxicagao experimental por
Baccharis coridifolia (Compositae) em bovinos. Pesquisa veterinaria brasileira. v.
18, n2, p. 69-75, 1998.



106

VARASCHIN, M. S. Caracterizacdo Imunoistoquimica de linfécitos em bovinos e
camundongos intoxicados experimentalmente por Baccharis coridifolia
(Compositae). 2002.62 p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, area de patologia
veterinaria). Curso de pos-graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, 2002.

WAGNER, H.; BLADT, S. Plant drug analysis: a thin layer chromatography atlas. 2.ed.
Berlin: Springer,1996.

WITHROW, S.J.; MACEWEN'S, E.G. Withrow & Macewen’s small animal clinical

oncology. 4rd. St Louis: Elsevier Health Sciences, 2007.





