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APRESENTACAO

A colecéo “Farmacia na Atencao e Assisténcia a Saude” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos,
relacionados as Ciéncias Farmacéuticas. O volume abordara de forma categorizada e
interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas
diversas areas de atuacgdo do profissional Farmacéutico.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos
desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o0 aspecto relacionado a atencéo e assisténcia farmacéutica,
farmécia clinica, produtos naturais, fitoterapia e areas correlatas. Estudos com este perfil
sé@o de extrema relevancia, especialmente para a definicdo de politicas publicas de saude
e a implementacao de medidas preventivas na atencéo a saude.

Temas diversos e interessantes séo, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pelas Ciéncias Farmacéuticas, pois apresenta material que demonstre
estratégias, abordagens e experiéncias com dados de regides especificas do pais, o que
€ muito relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Farmacia na Atengéo e Assisténcia a Saude” apresenta uma
teoria bem fundamentada nos resultados obtidos pelos pesquisadores que, de forma
qualificada desenvolveram seus trabalhos que aqui serdo apresentados de maneira concisa
e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgacéo cientifica, por isso evidenciamos
também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e

confiavel para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: O Cancer é uma das principais
patologias que causam mortes no mundo,
devido ao conjunto de alteragbes continuas
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ASCITICO DE EHRLICH

no material genético da célula. Ultimamente,
animais de origem marinha tém sido explorados
devido ao potencial farmacoldgico. As ascidias
sdo animais marinhos invertebrados sésseis
que produzem potentes componentes naturais.
Este trabalho avaliou atividade da ascidia
Didemnum perlucidum  no desenvolvimento
do tumor de Ehrlich. Camundongos Swiss
receberam 5x10%cells, i.p. Os grupos tratados
receberam: 1) extrato bruto; 2) fragcdo hexanica;
3) fracédo diclorometéanica; 4) fracdo aquosa; 5)
substancias polares <50,&; 6) entre 50A e 90,&;
7) >90A. O Tratamento foi realizado misturado
a racdo por sete dias e o desenvolvimento do
tumor foi avaliado no oitavo dia do crescimento.
O tratamento dos camundongos com o extrato
bruto e a fracdo diclorometénica ndo alteraram
crescimento do tumor; a fracdo hexanica
aumentou e a fragdo aquosa, que contém as
substancias polares, reduziu o crescimento do
tumor em mais de 50%. A subfra¢é@o contendo as
substancias polares <50A reduziu o crescimento
tumoral de forma semelhante mas nao as
substancias polares entre 50A e 90A e >90A. O
tratamento dos animais com a subfracéo <50A
reduziu o infiltrado leucocitario no sitio tumoral,
sendo esta redugdo devido a diminuicdo do
influxo de células mononucleares e neutroéfilos.
Com relagéo aos leuc6citos sanguineos, apenas
0 numero de linfécitos encontra-se reduzido. Por
outro lado, o nimero de células da medula 6ssea
encontra-se aumentado. Os resultados indicam
que ascidia D.Perlucidum possui importante
acao inibitéria sobre o tumor de Ehrlich em
modelo in vivo. Esta agéo antitumoral da ascidia
é desencadeada por substancias polares
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menores que 50A sendo uma acao nao citotdxica sobre as células tumorais visto que néo
causou aplasia de medula 6ssea, ao contrario, os animais apresentaram aumento no nimero
de células na medula 6ssea.

PALAVRAS-CHAVE: Ascidia, D.perlucidum, Tumor de Ehrlich, Camundongos.

EFFECTS OF SUBSTANCES FROM THE ASCIDIAN Didemnum perlucidum ON
EHRLICH ASCITES TUMOR GROWTH

ABSTRACT: Cancer is one of the main pathologies that causes deaths in the world, due
to the set of continuous changes in the genetic material of the cell. Lately, marine animals
have been explored, due to their pharmacological potential. The ascidians are sessile marine
invertebrate that produce potent natural components. This work evaluated the activity of
the ascidians Didemnum perlucidum in the development of Ehrlich’s tumor. Swiss mice
received 5x106cells, i.p. The treated groups received:1) crude extract; 2) hexane fraction; 3)
dichlorqmethane fraction; 4) aqueous fraction; 5) polar substances <50/i; 6) between 50A
and 90A; 7) >90A. Treatment was mixed with feed for seven days and the development of the
tumor was evaluated on the eighth day of growth. The treatment of mice with the crude extract
and the dichloromethane fraction did not alter tumor growth; hexane fraction increased and
the aqueous fraction, which contains polar substances, reduced tumor growth by more than
50%. The subfraction containing polar substances <50A reduced tumor growth in a similar
way, but not polar §ubstances between 50A and 90A and >90A. The treatment of animals with
a subfraction <50A reduced the number of leukocyte infiltrate at the tumor site, this reduction
being due to the decrease in the influx of mononuclear and neutrophil cells. The blood
leukocytes of these animals, only the number of lymphocytes are reduced. On the other hand,
the number of bone marrow cells is increased. The results indicate that ascidia D.Perlucidum
has an important inhibitory action on Ehrlich’s tumor in in vivo model. This antitumor action
of ascidia is triggered by polar substances smaller than 50,&, being a non-cytotoxic action on
tumor cells, since it did not cause bone marrow aplasia, on the contrary, the animals showed
an increase in the number of cells in the bone marrow.

KEYWORDS: Ascidia, D.perlucidum, Ehrlich tumor, Mice.

11 INTRODUGAO

O céancer representa um dos principais problemas de saude publica a nivel global
e € uma das principais causas de morte no mundo. Estima-se que em 2020 existam 10,3
milhdes de Obitos devido a esta doenca. Estes numeros justificam o continuo investimento
na busca de terapias alternativas que visem o tratamento e melhoramento das terapias
anticancer ja existentes, diminuindo seus efeitos adversos (Reis, 2017; INCA, 2017; Panis
et. al.,2018).

A importancia dos produtos naturais para a sociedade moderna, € hoje em dia, algo
indiscutivel, em torno de 60% dos medicamentos atualmente utilizados séo produtos naturais
ou derivados de produtos naturais. Dentre estes produtos, pode-se destacar os produtos
naturais de origem marinha, que demonstraram ser uma rica fonte de bioativos. Alem de
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suas estruturas peculiares, os produtos naturais marinhos possuem uma extraordinaria
diversidade de alvos moleculares com seletividade marcante, o que aumenta o potencial
farmacologico e terapéutico destas moléculas. A grande maioria dos alvos identificados
apresenta-se como relevantes tratamentos para o cancer e € exatamente no estudo e na
terapéutica desta doenca que podemos visualizar o maior impacto das substancias de
origem marinha (Zubia; Ortega; Salva, 2003; Costa-lotufo; Wilke; Jimenez, 2009; Silva,
2018).

As ascidias sdo organismos de grande destaque dentre os invertebrados estudados,
sendo uma de suas espécies fonte que deu origem a primeira substancia natural marinha
a entrar para testes clinicos como agente anticancer. A substancia em questao, trata-se
de um depsipeptideo ciclico isolado da ascidia caribenha Trididemnum solidum chamado
didemnina B, e chamou atencé@o pela notavel atividade antitumoral contra leucemias e
melanomas. No entanto, apesar de diversos testes em modelos experimentais de tumores,
a substancia mostrou-se altamente toxica e 0s ensaios clinicos foram interrompidos
ainda na fase Il. Outra espécie que pode ser destacada, é a Aplidium albicans que deu
origem a substéncia, hoje licenciada pela empresa PharmaMar, aplidina. Mais ativa que a
didemnina B e drasticamente menos toxica, a aplidina atua no bloqueio da divisdo celular
e no enfraquecimento da angiogénese tumoral (Zubia; Ortega; Salva, 2003; Calle, 2007;
Costa-Lotufo; Wilke; Jimenez, 2009).

Ascidias sao invertebrados marinhos pertencentes ao subfilo Tunicata, ordem
Aplousobranchia; sédo sésseis e comuns, distribuidos amplamente em todo o mundo,
podendo ser solitarias ou coloniais. A maioria destes organismos vive em aguas rasas,
presas a rochas, conchas, estacarias, cascos de navios e redes de aquicultura. InUmeras
vezes, o padrdo de organizagdo colonial evoluiu independentemente em Ascidiacea, as
colénias podem apresentar um grande nimero de zooides formando tapetes grossos e
irregulares (Ruppert; Fox; Barnes, 2005). Estes organismos tém despertado grande
interesse em diversas areas da quimica e da ciéncia de modo geral, sendo fonte de
inspiracao e desenvolvimento na produgao de farmacos naturais de origem marinha (Costa-
Lotufo; Wilke; Jimenez, 2009).

A questao do suprimento de material para atender a demanda do mercado € um tema
de extrema importancia no desenvolvimento de farmacos de origem natural, principalmente
de produtos naturais marinhos, uma vez que as substancias bioativas estdo em uma
propor¢cé@o menor que 0,01% da massa. Avancos de métodos de sintese e aquicultura, séo
a melhor aposta para a obtencéo de substéncias a partir de organismos marinhos, sem
causar grandes impactos na natureza. No caso da D. perlucidum, esta ascidia costuma
ocupar os mais diversos substratos duros. Na maricultura do municipio de Penha (SC) é
conhecida por crescer associada aos sistemas de fixacdo de aquicultura como, redes e
boias, aumentando o seu peso e necessitando periodicamente da sua retirada para manter

a flutuabilidade das estruturas. Assim, quando estas estruturas séo retiradas do mar para
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a manutencao, limpeza ou extragdo dos organismos, as ascidias sao retiradas na limpeza
e descartadas, desta forma, a sua obteng¢@o nédo seria um problema e sim uma forma de
atribuir valor a espécie e aproveitar o material que € atualmente descartado (Kremer, 2009;
Costa-Lotufo; Wilke; Jimenez, 2009).

O presente estudo avaliou a atividade da ascidia Didemnum perlucidum no
crescimento do tumor de Ehrlich, um tumor experimental que se desenvolve, também, na
forma de ascite. Este tumor apresenta a caracteristica de se desenvolver em qualquer
linhagem de camundongos e de n&o regredir espontaneamente, sendo utilizado como
modelo experimental visando elucidar a acdo de componentes fisicos, quimicos e
biolégicos sobre o crescimento, patogénese, cinética, imunologia, bioquimica e terapéutica
dos tumores (Guerra, 1983; Silva; Freitas; Domingues, 2017).

21 METODOLOGIA

2.1 Preparo da ascidia

Organismos da espécie D. perlucidum foram coletados na praia de Armacgéo de
Itapocor6i em Penha (SC), junto ao sistema de cultivo de mexilhdes, foram preservado
sob refrigeracdo, procedida a retirada dos organismos incrustantes, lavados para a
retirada dos sais e preparado o extrato bruto. O extrato bruto foi particionado em solventes
com polaridade crescente, resultando nas fracbes hexanica (rendimento = 11,4%),
diclorometéanica rendimento = 3,6%) e residuo aquoso (fragdo aquosa com rendimento
= 85%). A fracdo aquosa foi semi-purificada com a utilizagéo de adsorventes de exclusédo
denominados XAD-4 e XAD-7 (SIGMA-ALDRICH®) obtendo-se trés subfragdes: substancias
menores de 50A (rendimento = 21,6%); substancias entre 50A e 90A (rendimento = 26,3);
substancias maiores de 90A (rendimento = 52,1) seguindo o protocolo de Santos Janior e
colaboradores (2002). Também, obtidas amostras de substancias menores que 50A a partir
de fracdo polares de extratos particionado apenas com hexano. As doses utilizadas para
o tratamento dos animais foram calculadas levando-se em considerac¢do o rendimento de
cada amostra.

2.2 Delineamento experimental

Na realizacdo deste trabalho foram considerados os preceitos éticos exigidos na
experimentacéo animal e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (CEUA) da UNIVALI sob o parecer 103/09 e 07/15.

A linhagem do tumor ascitico de Ehrlich € mantida através de passagens
intraperitoneais semanais. Para desencadear o tumor, animal recebeu 5x10° células
diluidas em solugéo salina 0,9% (Bergami-Santos; Mariano; Barbuto, 2004). Os animais
tratados receberam umas das doses descritas a seguir: 1000mg/kg/dia do extrato bruto;
114mg/kg/dia da fracdo hexanica; 36mg/kg/dia da fracdo diclorometéanica; 850mgmg/
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kg/dia da fragdo aquosa; 207,40mg/kg/dia das substancias menores de 50A; 255,16mg/
kg/dia das substancias entre 50A e 90A:; 486,12mg/kg/dia das substéncias maiores de
90A. Os animais receberam o tratamento misturado na ragao (trirurada e Gmida) por sete
noites, sendo a primeira dose do tratamento administrada no dia da inocula¢ao das células
tumorais. O crescimento do tumor foi avaliado no oitavo dia.

2.3 Avaliacao do crescimento tumoral

Para avaliacdo do crescimento do TAE, foi inoculado 5 mL de solucdo salina na
cavidade peritoneal e realizada a coleta de todo o liquido. As células totais foram contadas
em camara de Neubauer e o diferencial celular foi determinado em laminas preparadas
em citocentrifuga, coradas com corante hematologico. O volume ascitico foi determinado
subtraindo-se o volume da salina inoculada do volume total.

2.4 Determinacao do numero de células do sangue e da medula 6ssea

Uma aliquota de sangue foi diluida em liquido de Turck e o numero de leucdcitos foi
determinado em camara de Neubauer. Para avaliagcao da diferenciacado leucocitaria, foram
preparadas laminas de esfregaco coradas com corante hematol6gico. Foram contados 200
leucécitos para determinar a porcentagem de cada tipo celular.

Para determinar o nimero de células da medula 6ssea, o fémur foi extraido e
cortado nas suas extremidades distais, tomando o cuidado para que as amostras de todos
0s animais fossem de tamanho semelhante, o seu canal interno foi lavado com 3 mL de

solugdo NaCl 0,9% e as células totais foram contadas em camara de Neubauer.

2.5 Analise estatistica

Para a comparacao dos grupos foi realizada uma ANOVA paramétrica seguida do
teste de Dunnett. O nivel de significancia adotado para a rejeicao da hipotese de nulidade
foi de erro de até 5%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho mostra os resultados obtidos nos estudos da acéo da ascidia
D. Perlucidum no crescimento do TAE em camundongos. O tratamento dos camundongos
portadores do TAE com o extrato bruto da ascidia ndo altera, de modo significativo, o
numero de células tumorais na cavidade peritoneal (figura 1). Entretanto, induz influxo de
células inflamatérias para o sitio tumoral e aumenta a producéo de células pela medula
ossea (dados ndo mostrados).

Na sequéncia, foi realizado o fracionamento deste extrato bruto em fracdes
contendo substancias separadas por polaridades, procedimento normalmente adotado
neste tipo de estudo (Simdes et al., 2003). O extrato bruto foi particionado utilizando-se
hexano (Hex) e diclorometano (DCM) e ainda sobrou um residuo contendo as substéancias
com alta polaridade, que denominamos fragdo aquosa. A dose utilizada para o tratamento

Farmacia na Atencao e Assisténcia a Saude 2 Capitulo 20 m



dos animais foi proporcional ao rendimento de cada fracdo. Os resultados (figura 1)
mostram que as substéncias presentes na fracdo hexanica aumentam a proliferagéo das
células tumorais; as substancias presentes na fragéo diclorometénica nao alteram; ja as
substancias polares presentes na fracdo aquosa reduz o nimero de células tumorais em
54%, indicando que as substancias polares da ascidia possuem propriedades antitumorais.

Para obtencdo das amostras com tamanhos moleculares diferentes, a fragéo
aquosa foi semi-purificada utilizado-se duas colunas contendo XAD. Ap6s a passagem das
amostras pelas colunas, obteve-se trés amostras. A amostra 1, contendo substancias com
menor tamanho molecular (<50A), a amostra 2 com tamanho molecular intermediario (de
50 a 90A) e a amostra 3 com tamanho molecular maior (>90A). Os resultados (figura 1)
mostram que apenas a subfracdo contendo as substéncias menores do que 50A foram
capazes de reduzir o crescimento do tumor de forma significativa e semelhante a subfracéo

aquosa.
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Figura 1. Efeito do tratamento sobre o nimero de células tumorais. Grupos: - (sem
tratamento); Ext. Bruto (1g/kg/dia do extrato bruto); Hex (100 mg/kg/dia da fragdo Hexanica);
DCM (200 mg/kg/dia da fragéo diclorometéanica); Aquosa (850 mg/kg/dia da fragcdo aquosa);

<50A (207,04 mg/kg/dia das substancias menores de 50A da fragdo aquosa); 50A a 90A
(255,16 mg/kg/dia das substancias entre 50 e 90A da fragdo aquosa); >90A (486,12 mg/kg/dia
das substancias maiores de 50A da fragdo aquosa). Dados representam a média +EPM de 10
a 12 animais por grupo. * p<0,05 valores comparados ao grupo Controle.

Na sequéncia dos trabalhos, buscou-se simplificar o processo de purificacéo para
reduzir as perdas e aumentar a eficiéncia. O extrato bruto foi submetido ao fracionamento
apenas com o solvente hexano e a fragé@o restante foi submetida a semi-purificagcdo em
coluna cromatografica do XAD-4, obtendo-se subfracéo <50A. Os resultados dos testes
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com esta amostra (figura 2A), foram semelhantes aos obtidos com a amostra proveniente
dos trés passos da purificagdo (figura 1). O grupo de animais tratados apresentou média de
células tumorais 55,4%, menor do que o grupo de animais néo tratados.

Ainda que o pardmetro mais importante para estudar o crescimento do tumor de
Ehrlich na forma ascitica e o niUmero de células tumorais, o volume liquido & um critério que
deve refletir o crescimento tumoral (Guerra, 1983). Neste trabalho, porém, os resultados
mostram que o tratamento ndo altera, de forma significativa, o volume ascitico (figura 2C).

Quando analisados as células inflamatérias no sitio tumoral, pode-se observar que o
tratamento com a ascidia induz redugéo no nimero destes, sendo que esta reducgéo é devido
a diminuicao do influxo de células mononucleares e neutrdfilos (figura 2A e 2B). A reducéo
no nimero de leucocitos é observada no sangue de forma bastante discreta, onde apenas
o numero de linfécitos encontra-se reduzido (figura 2D). Por outro lado, o tratamento com
as substancias da ascidia induziu aumento no nimero de células da medula 6ssea (figura
2E). Uma hip6tese que pode ser levantada sobre o aumento de células na medula 6ssea
encontrado neste trabalho, seria que o tratamento com a ascidia poderia estar reduzindo
a liberacéo das células pela medula 6ssea, principalmente os neutréfilos. Talvez, seja esta
a explicacéo para reducgéo destas células no sitio tumoral (modelo TAE), ndo um aumento

real da producgéo das células pela medula.
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Figura 2. Efeito do tratamento sobre o nimero de células tumorais e inflamatérias (A
e B), volume ascitico (C), leucdcitos sanguineos (D) e da medula éssea (E). Dados
representam a média +EPM de 10 animais por grupo. * p<0,05 valores comparados com o
grupo Controle.
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O TAE é um modelo de tumor experimental acompanhado por neutrofilia sanguinea,
hematopoiese extramedular e inducao de células imunossupressoras. O crescimento do
TAE induz alteragdes profundas no compartimento da medula éssea, expressando um
declinio no numero de células progenitoras, particularmente macréfagos e granulécitos,
com a presenca da hematopoiese extramedular. A mudanca na resposta hematopoiética,
causada pelo TAE, é resultante de mudancas no compartimento mielético da medula 6ssea
e do bago. Ocorrendo reducdo de células progenitoras da medula 6ssea devido a sua
migracao para o bago. Estas alteracbes estao relacionadas com os niveis dos fatores
estimulantes de col6nia (CSFs), que séo produzidos principalmente pelas células tumorais,
devida a mudancgas na afinidade ou quantidade de moléculas de ades@o expressas no
estroma da medula éssea, ou nos precursores das células do sangue durante um processo
neoplasico, afetando a adesao celular (Pessina et al., 1982; Subiza et al., 1989; Morales;
Vélez; Subiza, 1999; Anjos; Alvares-silva; Borelli, 2000; Queiroz et al., 2004). E possivel,
portanto, que a reduc¢do do numero de neutréfilos no sangue dos animais tratados com a
fracdo aquosa do extrato da ascidia, seja devido a reducdo de hematopoese extramedular
e/ou por aprisionamento de células na medula 6ssea.

Sabe-se que o numero de leucécitos na medula 6ssea dos animais portadores do
TAE decresce no terceiro dia do implante tumoral e que as substancias de plantas que
promovem mieloprotecdo sdo, parcialmente, responsavel pela atividade antitumoral da
planta (Queiroz et al., 2004). Talvez este seja um dos mecanismos da agéo antitumoral
exercida pela subfragdo composta por substancias polares menores que 50A da ascidia
D. Perlucidum.

Um dado bastante intrigante é o fato do tratamento induzir uma inibigcdo importante
do crescimento tumoral ao mesmo tempo que induz uma reducao no nimero de células
inflamatérias infiltradas no sitio tumoral. Sabe-se que a presenca de infiltrado inflamatorio
no estroma e na periferia de tecidos neoplésicos, é um fator progndéstico positivo (Abbas;
Lichtman; Pillai, 2019; Murphy, 2014; Smyth; Dunn; Schreiber, 2006). Amesma relacédo entre
o crescimento do tumor e resposta imunoldgica €, também, verificada no desenvolvimento
do tumor de Ehrlich (Guerra, 1983; Fecchio et al., 1990; Villano-bonamin; Barbuto; Malucelli,
2001; Bergami-santos; Mariano; Barbuto, 2004).

Esta aparente imunossupressao induzida pelo tratamento que culminaria com
a reducao de neutrdfilos e linfécitos no sitio tumoral, sugere que a atividade antitumoral
exercida pela fragcdo aquosa da ascidia seja devido a acao citotoxica direta sobre as células
do tumor. Porém, este ndo parece ser o caso, visto que células do tumor de Ehrlich cultivada
in vitro na presenca da fracdo aquosa do extrato, nas concentracdes de 10 a 300ug/
mL, apresentaram crescimento celular semelhante as células cultivadas na auséncia da
fracdo (dados nao mostrados) indicando que, mesmo em alta concentracdo, ndo possuem
atividade citotoxica direta sobre as células do tumor de Ehrlich.
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Na busca de explicagéo para importante atividade antitumoral in vivo das substancias
polares da ascidia, pode-se levantar duas hip6teses: uma delas € que produtos gerados
a partir da absor¢ao e metabolizagédo da subfracdo, pelo camundongo, possuam atividade
citotoxica direta sobre as células tumorais; outra hipétese € que apesar de em menor
namero no sitio tumoral, as células inflamatérias nos animais tratados estejam muito mais
ativadas e/ou ativadas de “modo correto” para o combate ao tumor.

Sabe-se que os varios compostos e metabolitos secundarios presentes nas ascidias,
por volta de 8% desses compostos naturais, nao sdo produzidos pela propria ascidia e
sim por seus micro-organismos simbiontes associados, que sintetizam produtos naturais
que sao benéficos para o hospedeiro, tornando-se possiveis compostos com potencias
farmacéuticos (Chen et al., 2018; Dou; Dong, 2019; Watters, 2018). Portanto, & necessario
considerar a possibilidade da acdo antitumoral encontrada neste estudo possa ser devido

a algum micro-organismo associado a ascidia.

41 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados indicam que ascidia D.Perlucidum possui
importante acéo inibitéria sobre o crescimento do tumor de Ehrlich em modelo in vivo. Esta
acao antitumoral da ascidia é desencadeada por substéncias polares com tamanho menor
que 50A. Esta acao nao parece ser citotoxicidade direta sobre as células tumorais visto que
ndo causou aplasia de medula éssea, ao contrario, os animais apresentaram aumento no

numero de células na medula 6ssea.
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