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APRESENTAÇÃO

A coleção “Farmácia na Atenção e Assistência à Saúde” é uma obra que tem como 
foco principal a apresentação de trabalhos científicos diversos que compõe seus capítulos, 
relacionados às Ciências Farmacêuticas. O volume abordará de forma categorizada e 
interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/ou revisões que transitam nas 
diversas áreas de atuação do profissional Farmacêutico.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos 
desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos esses 
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à atenção e assistência farmacêutica, 
farmácia clínica, produtos naturais, fitoterapia e áreas correlatas. Estudos com este perfil 
são de extrema relevância, especialmente para a definição de políticas públicas de saúde 
e a implementação de medidas preventivas na atenção à saúde. 

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles que de alguma 
forma se interessam pelas Ciências Farmacêuticas, pois apresenta material que demonstre 
estratégias, abordagens e experiências com dados de regiões específicas do país, o que 
é muito relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Farmácia na Atenção e Assistência à Saúde” apresenta uma 
teoria bem fundamentada nos resultados obtidos pelos pesquisadores que, de forma 
qualificada desenvolveram seus trabalhos que aqui serão apresentados de maneira concisa 
e didática. Sabemos o quão importante é a divulgação científica, por isso evidenciamos 
também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e 
confiável para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados. 

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: A ascídia colonial Didemnun 
perlucidum, é um organismo que possui uma taxa 
de crescimento elevado. Crescendo, também,  
associado a maricultura. Estudos realizados 
com esta ascídia mostraram que as substâncias 
polares e menores que 50Å inibem o crescimento 
do tumor ascético de Ehrlich em mais de 50%. O 
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade das 

substâncias polares menores que 50Ǻ da ascídia 
D. perlucidum na ativação de células esplênicas 
e na resposta inflamatória aguda. No estudo de 
ativação de células esplênicas, os camundongos 
receberam o desafio antigênico com hemácia de 
carneiro e foram tratados durante sete dias. No 
oitavo dia as células esplênicas foram coletadas 
e colocadas em cultura para a determinação 
da produção da citocina IL-2 e interferon-gama 
(IFN-γ) no sobrenadante e a proliferação celular 
por MTT. No estudo da inflamação aguda os 
animais foram divididos em 4 grupos: Grupo 1 
foi o grupo controle negativo; Grupo 2 recebeu 
apenas carragenina (i.p.); Grupo 3 recebeu 
a subfração da ascídia e carragenina; Grupo 
4 recebeu tratamento com dexametasona e 
carragenina. Foi avaliado o influxo leucocitário 
para o sítio inflamatório e a produção ex vivo de 
IL-12 por estas células. Os resultados mostraram 
que o tratamento reduziu a proliferação das 
células esplênicas sem alterar a produção das 
citocinas IL-2 e IFN-γ. Na inflamação aguda, o 
tratamento reduziu o influxo celular sem alterar 
a produção da citocina IL-12. Portanto, estes 
resultados não nos permitem afirmar que a 
redução do crescimento tumoral seja devido 
a estimulação da resposta da imune inata ou 
específica dos camundongos, exigindo mais 
estudos para a compreensão da atividade 
antitumoral das substâncias provenientes da 
espécie da ascídia D. perlucidum.
PALAVRAS-CHAVE: Ascídia, Células 
esplênicas, Inflamação aguda, Citocina. 

http://lattes.cnpq.br/1032518651717902
http://lattes.cnpq.br/5154902330476133
http://lattes.cnpq.br/2137634516371230
http://lattes.cnpq.br/8537824513641643
http://lattes.cnpq.br/4909467858869270


 
Farmácia na Atenção e Assistência à Saúde 2 Capítulo 16 151

EFFECTS OF POLAR SUBSTANCES FROM THE ASCIDIAN Didemnum 
perlucidum ON THE SPLEEN CELLS ACTIVATION AND INFLAMMATION

ABSTRACT: Colonial ascidian Didemnun perlucidum, is an organism that has a high growth 
rate, associated with mariculture. Studies with this ascidia showed that polar substances 
smaller than 50Å inhibit the growth of Ehrlich’s ascetic tumor by more than 50%. The aim of this 
work was to evaluate the activity of polar substances less than 50Ǻ of ascidia D. perlucidum 
in the activation of splenic cells and in the acute inflammatory response. In the splenic cell 
activation study, the mice received the antigenic challenge with sheep red blood cells and were 
treated for seven days. On the eighth day, splenic cells were collected and placed in culture 
to determine the production of cytokine IL-2 and interferon-gamma (IFN-γ) in the supernatant 
and cell proliferation by MTT. In the study of acute inflammation, the animals were divided into 
4 groups: Group 1 was the negative control group; Group 2 received only carrageenan (i.p.); 
Group 3 received the sub-fraction of ascidia and carrageenan; Group 4 received treatment 
with dexamethasone and carrageenan. Leukocyte influx to the inflammatory site and ex vivo 
production of IL-12 by these cells was evaluated. The results showed that the treatment 
reduced the proliferation of splenic cells without altering the production of cytokines IL-2 and 
IFN-γ. In acute inflammation, treatment reduced cell influx without altering the production of 
the IL-12 cytokine. Therefore, these results do not allow us to state that the reduction in tumor 
growth is due to the stimulation of the innate or specific immune response of mice, requiring 
further studies to understand the antitumor activity of substances from the species of ascidia 
D. perlucidum.
KEYWORDS: Ascidia, Splenic cells, Acute inflammation, Cytokine.

1 | 	INTRODUÇÃO
A história nos mostra a importância de se estudar as possíveis atividades 

biológicas de produtos naturais. Atualmente, em torno de 60% dos medicamentos 
utilizados são produtos naturais ou derivados de produtos naturais. Neste contexto, é 
necessário considerar a rica biodiversidade dos organismos marinhos que podem ser 
uma grande fonte de produtos bioativos. Os produtos naturais marinhos possuem uma 
extraordinária diversidade de alvos moleculares com seletividade marcante, o que aumenta 
o potencial farmacológico e terapêutico destas moléculas, algumas já identificadas como 
elevantes para o tratamento do câncer. Levantamento realizado por pesquisadores do 
“National Cancer Institute” indicou que, das fontes naturais de substâncias anti-tumorais, 
os organismos marinhos são os que forneceram o maior número de extratos orgânicos com 
altas porcentagens de atividade antitumoral (Pereira; Gomes, 2002; Zubía; Ortega; Salvá, 
2003; Granato, 2005;  Costa-lotufo; Wilke; Jimenez, 2009; Silva, 2018). 

Dentre os organismos marinhos que vem sendo estudado, detaca-se um 
invertebrado conhecido como ascídia. Este organismo deu origem à primeira substância 
natural marinha a entrar para testes clínicos como substância anticâncer. Trata-se um 
depsipeptídeo cíclico isolado da ascídia caribenha Trididemnum solidum chamado 
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didemnina B, e chamou atenção pela notável atividade antitumoral contra leucemias e 
melanomas. Infelizmente, a substância mostrou-se altamente tóxica ao ser humano e os 
ensaios clínicos foram interrompidos ainda na fase II. Já, a espécie de ascídia Aplidium 
albicans deu origem à substância aplidina, que atua no bloqueio da divisão celular e no 
enfraquecimento da angiogênese tumoral. Outras substâncias com ação antitumoral 
foram isoladas como a Diazonamide, da espécie Diazona angulata e a Ecteinascidin 743  
(YondelisTM) da espécie Ecteinascidia turbinata que foi aprovada como droga anticâncer em 
2007 (Zubía; Ortega; Salvá, 2003; Calle, 2007; Costa-Lotufo; Wilke; Jimenez, 2009, Jimenez; 
Šturdíková; Šturdíka, 2009; Mayer et al., 2010). Estudos realizados na Universidade do 
Vale do Itajaí apontaram atividade antitumoral da ascídia da espécie D. perlucidum no 
desenvolvimento de um tumor experimental em camundongos, tumor ascético de Ehrlich. 
Os resultados do estudo mostram que o tratamento dos camundongos com a fração aquosa 
obtida do extrato particionado com hexano, reduziu o crescimento do tumor em mais de 
50%. Sendo este mesmo efeito observado quando os animais portadores do tumor foram 
tratados com as substâncias polares <50Ǻ obtidas da semipurificação da fração aquosa 
(dados apresentados em outro trabalho neste volume). 

A espécie da ascídia Didemnun perlucidum é bastante abundante no sul do Brasil. 
Este osganismo costuma ocupar os mais diversos substratos duros e nas fazendas de 
maricultura, é conhecida por crescer associada aos sistemas de fixação 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 são 
retiradas do mar para a manutenção, limpeza ou extração dos organismos, as ascídias são 
retiradas na limpeza e descartadas, desta forma, a sua obtenção não seria um problema 
e sim uma forma de atribuir valor a espécie e aproveitar o material que é atualmente 
descartado. A questão do suprimento de material para atender à demanda do mercado 
é um tema de extrema importância no desenvolvimento de fármacos de origem natural. 
A utilização de recursos naturais marinhos como fonte sustentável de drogas, possui 
algumas limitações, uma vez que os compostos frequentemente isolados são de baixos 
rendimentos, geralmente estão em uma proporção menor que 0,01% da massa, a coleta 
des espécie silvestre também pode ser prejudicial ao meio ambiente (Kremer, 2009; Costa-
Lotufo; Wilke; Jimenez, 2009).

Estudos realizados com a espécie D. perlucidum apontam que a atividade atitumoral 
desta ascídia não se deve a ação citotóxica direta sobre as células tumorais, uma vez que, 
o número de células da medula óssea encontra-se aumentado nestes animais. É possível 
que as substâncias da ascídia tenham ação sobre o sistema imunológicos dos animais 
estimulando-o  a combater o tumor.

A resposta imune tem papel fundamental na defesa do organismo contra a formação 
de tumores. Ambas as respostas imunes, inata e adaptativa, podem ser detectadas 
empacientes e animais de experimentação, e diversos mecanismos imunes podem matar 
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células tumorais in vitro. Os desafios tumorais têm sido determinar quais dos mecanismos 
podem contribuir demaneira significativa para a proteção contra os tumores e desenvolver 
terapias que intensifiquem esses mecanismos efetores de modos que sejam tumor-
específicos (Murphy; Weaver, 2017, Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Avanços técnicos recentes na caracterização de respostas imunes antitumorais 
antígeno-específicas, bem como dados de estudos envolvendo pacientes com câncer 
tratados com fármacos recém desenvolvidos que estimulam células T, indicaram que os 
linfócitos T citotóxicos (CTL) são os mais importantes colaboradores da defesa imune 
contra os tumores. Os CTLs podem exercer uma função de imunovigilância reconhecendo 
e destruindo células potencialmente malignas que expressam peptídeos derivados de 
antígenos tumorais e apresentados em associação com moléculas do MHC de classe I. 
CTLs tumor-específicos podem ser isolados de animais e seres humanos com tumores 
estabelecidos, e há evidência de que o prognóstico dos tumores humanos, é mais favorável 
quando mais CTLs estão presentes no tumor. As respostas de células T CTLs específicas 
para antígenos tumorais necessitam da apresentação cruzada dos antígenos tumorais 
pelas células dendríticas. Os CTLs também necessitam da ajuda dos linfócitos T auxiliares 
(células CD4+) que contribuem para as respostas imunes antitumorais por meio de vários 
mecanismos (Murphy; Weaver, 2017, Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Os efeitos antitumorais das células Th1 podem refletir seu papel comprovado na 
intensificação das respostas da célula T CD8+ e na ativação de macrófagos, via secreção 
de fator de necrose tumoral (TNF, do inglês, tumor necrosis factor) e interferon-γ (IFN-γ). 
O IFN-γ pode aumentar a expressão do MHC de classe I na célula tumoral, bem como 
a sensibilidade à lise pelos CTLs. A importância do IFN-γ na imunidade tumoral é 
demonstrada pelo achado de incidência aumentada de tumores em camundongos knockout 
desprovidos dessa citocina, de seu receptor ou de moléculas sinalizadoras induzidas pelo 
IFN-γ. A citocina IFN-γ também possuem importante efeito ativador de células NK.  Estas 
células estimuladas por IFN-γ são capazes de destruir muitos tipos de células tumorais e 
podem contribuir para a imunovigilância contra os cânceres. As células tumorais se tornam 
suscetíveis ao killing pelas células NK quando regulam negativamente a expressão do 
MHC de classe I ou quando regulam positivamente a expressão de ligantes que ativam 
receptores da célula NK (Murphy; Weaver, 2017, Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Os macrófagos são capazes tanto de inibir como de promover o crescimento e 
disseminação dos cânceres, dependendo de seu estado de ativação. O modo como os 
macrófagos são ativados pelos tumores é desconhecido. Um possível mecanismo é o 
reconhecimento de padrões moleculares associados ao dano, originados por células 
tumorais em processo de morte, pelos receptores imunes inatos dos macrófagos. Os 
macrófagos presentes em tumores também podem ser ativados para matar celular tumorais 
via IFN-γ produzido por CTLs ou células Th1 tumor-específicas. Isso pode ser o que leva à 
correlação entre um grande número de células Th1 presentes em alguns tumores com um 
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prognóstico favorável. Os macrófagos M1 podem matar células tumorais via mecanismos 
que também são usados para destruir organismos infecciosos e podem produzir IL-12 que 
irá realizar um feedback positivo estimulando a liberação de IFN- γ por células NK e LTH1. A 
citocina IL-12 induz, também, o aumento da atividade das células T helper 17(DE ARAÚJO-
SOUZA et al., 2015; PAHL et al; Murphy; Weaver, 2017, Abbas; Lichtman; Pillai, 2019). 

O objetivo do atual estudo foi avaliar se as substâncias polares menores que 50Ǻ da 
ascídia D. perlucidum, que mostraram ação antitumoral, alteram a ativação de linfócitos e/
ou a resposta inflamatória aguda.

2 | 	METODOLOGIA

2.1	 Preparo da ascídia
Organismos da espécie D. perlucidum foram coletados na praia de Armação de 

Itapocorói em Penha - SC, junto ao sistema de cultivo de mexilhões, preservados sob 
refrigeração, foi procedida a retirada dos organismos incrustantes, lavados para a retirada 
dos sais e preparado o extrato bruto. O extrato bruto foi particionado em solvente hexano 
dando origem ao resíduo que foi chamada de fração aquosa. A fração aquosa foi semi-
purificada com a utilização de adsorvente de exclusão denominado XAD-4 (SIGMA-
ALDRICH®) obtendo-se uma subfração contendo substâncias menores de 50Å Santos 
Júnior e colaboradores (2002).

2.2	 Delineamento experimental
Na realização deste trabalho foram considerados os preceitos éticos exigidos na 

experimentação animal. O foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Animais 
(CEUA) da Univali sob o parecer CEUA nº 07/13 e CEUA nº 015/14.

Os camundongos Swiss foram tratados com a subfração contendo as substâncias 
polares menores de 50Å na dose de 398,84mg/kg/dia. Esta dose foi calculada de acordo 
com o rendimento do fracionamento e considerando a dose que reduziu o crescimento o 
crescimento do tumor de Ehrlich em mais de 50%. Os animais receberam o tratamento 
misturado na ração (triturada e úmida) todas as noites. 

Para avaliar a ação do tratamento na proliferação de células esplênicas, os 
camundongos foram divididos em dois grupos: Controle e Tratado. Todos os animais 
receberam 0,1 mL de hemácia de carneiro a 5% em salina. Imediatamente após a inoculação 
da hemácia de carneiro, os animais do grupo Tratado receberam o primeiro tratamento, 
continuado por 7 dias, no oitavo dia do tratamento, foram coletadas as células esplênicas. 

Para avaliar a ação do tratamento na resposta inflamatória aguda, os camundongos 
foram divididos em quatro grupos: Grupo 1 recebeu apenas 0,2 mL de salina i.p. (grupo 
controle negativo); Grupo 2 recebeu apenas 0,2 mL de carragenina a 10% diluída em salina 
i.p.; Grupo 3 recebeu o tratamento com a subfração da ascídia e a carragenina; Grupo 4 
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recebeu o tratamento com a droga controle, dexametasona, e carragenina. Os animais 
do grupo tratado com ascídia receberam o tratamento no primeiro dia do experimento, 
aproximadamente 12 horas antes da administração da carragenina, e o tratamento foi 
continuado nas noites seguintes. O grupo tratado com dexametasona recebeu a dose de 
0,5 mg/kg, i.p., 12 horas antes e 24 horas após a administração de carragenina. No segundo 
dia os animais dos Grupos 2, 3 e 4 receberam carragenina. No quarto dia foi avaliada a 
resposta inflamatória pela determinação do influxo de células e produção de IL-12.

2.3	 Avaliação da ação do tratamento na proliferação de células esplênicas e 
produção das citocinas IL-2 e IFN- γ.

O baço foi lavado 5 vezes com PBS estéril, em câmara de fluxo laminar, foi macerado 
em 5 mL de meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO®), as células foram centrifugadas e o 
precipitado celular foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI completo (com 10% soro 
bovino fetal e1% de solução antibiótica Penicilin- Streptomycon & Glutamine (GIBCO®). 
Foi procedido o choque hipotônico para lizar as hemácias. Após nova centrifugação, a 
viabilidade celular foi avaliada (com azul de Tripan) mostrando viabilidade de 97%.

A concentração celular foi ajustada para 5x105 células vivas/mL e 0,2 mL/poço foram 
colocadas em cultivo em placas com 96 poços, na ausência ou presença de concanovalina 
A (con-A) a 5 mg/mL ou fitohemaglutinina (PHA) a 100µg/mL. As células foram mantidas 
em cultivo em estufa a 37º C, em ambiente CO2 de 5%, por 72 horas. Após este tempo, 
sobrenadante foi coletado para determinar a concentração de citocinas e as células foram 
utilizadas para determinar a proliferação celular.

A concentração das citocinas IL-2 e IFN-γ foram determinadas através de um  
kit comercial ELISA (Invitrogen) seguindo-se o protocolo indicado pelo fabricante.  A 
proliferação celular foi determinada pela técnica de redução de MTT. Foi adicionado a cada 
poço da placa 100µL meio de cultura contendo 10 µL de MTT diluído em PBS (solução 
salina tamponada com fosfato), na concentração 5mg/mL. Em seguida as células foram 
incubadas por 3 horas em estufa a 37°C. Após este período, foi retirado o sobrenadante 
e um volume de 100µL de DMSO foi adicionado a cada poço e a densidade óptica foi 
determinada em 540nm.

2.4	 Avaliação da ação do tratamento no influxo de células inflamatórias para 
a cavidade peritoneal e produção da citocina IL-12

A cavidade peritoneal dos camundongos foi lavada com 5 mL de NaCl 0,9%, uma 
alíquota foi diluída em azul de Tripan e contado em câmara de Neubauer. Uma alíquota 
das células foi fixada em lâminas preparadas na citocentrífuga e coradas com corante 
hematológico INSTANT PROV®, onde foi determinado o diferencial leucocitário.

A concentração de citocina IL-12 foi determinada no sobrenadante de cultura de 
células peritoneais, contento 2x106cél/mL, coletado após 72h de cultivo em estufa a 37ºC 
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e 5% de CO2, utilizando kit comercial ELISA (Invitrogen) seguindo-se o protocolo indicado 
pelo fabricante.

2.5	 Análise dos dados
Para comparação de dois grupos de amostras com distribuição normal, foram 

utilizados os testes t de Student bicaudal ou o t de Welch O nível de significância adotado 
para rejeição da hipótese de nulidade foi de erro de até 5% (p<0,05) em todas as análises.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
Dados obtidos em estudos anteriores mostram que as substâncias polares menores 

que 50Å da ascídia D. perlucidum, obtidas após o fracionamento somente com o hexano, 
inibem o crescimento do TAE em até 55%, reduz o influxo de células inflamatórias para o 
sítio tumoral, reduz o número de leucócitos sanguíneos, mas, induz aumento no número de 
células da medula óssea. Estes resultados, somados ao fato da fração aquosa não alterar 
o crescimento da célula tumoral in vitro, sugerem que, apesar de em menor número no sítio 
tumoral, as células inflamatórias nos animais tratados estejam muito mais ativadas e/ou 
ativadas de “modo correto” para o combate ao tumor. Também, é possível que a redução 
de leucócito sanguíneo seja por aprisionamento de células na medula óssea, se estas 
células forem linfócitos B ou redução de ativação de linfócitos e consequente redução da 
expansão clonal. Para testar estas hipóteses, no atual trabalho foi avaliada a atividade 
destas substâncias da ascídia na ativação de células esplênicas de camundongos na 
resposta inflamatória aguda induzida por carragenina.

A proliferação de céulas do baço foi avaliado em animais que receberam hemácias 
de carneiro, logo após foi realizado o tratamento ou não (grupo controle) com a subfração 
da ascídia. As hemácias de carneiro são antígenos potentes pela estimulação de respostas 
mediadas por Linfócitos B quanto por Linfócitos T, e o aumento de anticorpos indica o 
aumento da ação de macrófagos e de linfócitos B, no processo da síntese de anticorpos 
(Da Silva, 2008). Para avaliar a proliferação celular esplênica, foram coletadas as células do 
baço e colocadas em cultivo na presença e na ausência de Con-A e PHA. Estes mitógenos 
são lectinas de origem vegetal, utilizados para aumentar a proliferação da célula T (Mao et 
al., 2015). 

Quando observamos os resultados, apresentados na figura 1, é possível verificar 
que os mitógenos utilizados (Con-A e PHA) aumentaram a proliferação celular em ambos 
os grupos. O tratamento com a ascídia reduziu a proliferação das células estimuladas com 
Con-A (figura 1A). Este efeito não foi visto na PHA, provavelmente, porque o aumento da 
proliferação induzida pela PHA foi um pouco menor. (figura 1B).
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Figura 1. Efeito do tratamento dos camundongos com a subfração da ascídia sobre a 
proliferação de células esplênicas, não estimuladas e estimuladas com Con-A (A) e PHA 

(B) e cultivadas por 72 horas. Os dados representam a média±EPM de 5 a 7 animais por 
grupo. *p<0,05 comparado com as células sem Con-A.  •p<0,05 comparado com as células as 

células do grupo controle cultivadas com Con-A.

A redução da ativação de linfócitos nos animais tratados com a ascídia observado 
na proliferação celular, não refletiu na quantidade de citocinas IL-2 e IFN-γ produzidas 
pelas células (figura 2). A liberação das citocinas IL-2 e IFN-γ foi determinada apenas 
nas células cultivadas na presença de Con-A. As células não estimuladas com Con-A, 
não produziram IL-2 nem IFN-γ em quantidades detectáveis. Alguns estudos mostram que 
citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-α e INF-γ) tem um significativo aumento 
induzida por Con-A (Mao et al., 2015). Isto explica o que foi observado nos resultados das 
células que não foram estimuladas com este mitógeno, onde não foi possível quantificar 
essas citocinas.

As células provenientes do grupo controle estimuladas com Con-A produziram na 
ordem de 486 pg/ml de IL-2 e 50,4 pg/ml de IFN-γ, já as células estimuladas com Con-A e 
provenientes do grupo tratado com a ascídia produziram 428 pg/ml de IL-2 e 47,4 pg/ml de 
IFN- γ, não havendo diferenças significativas entre estes dois grupos.  A citocina IL-2  é a 
principal citocina que promove a proliferação e diferenciação dos linfócitos T em  células 
efetoras e de memória; promove desenvolvimento, sobrevivência e função da célula T 
regulatória; e promove proliferação de células NK e linfócitos B (Mizui, 2019). Como a IL-2 
é o principal fator responsável pela proliferação de linfócitos, seria eserado que a produção 
desta citocina fosse menor nas células provenientes dos animais tratados com a ascída, 
uma vez que, estas células apresentaram menor proliferação. Contudo, esta hipótese não 
se confirmou, sugerindo que a inibição da proliferação celular induzida poelas substâncias 
da ascídia se deve a outros fatores.

A citocina  IFN-γ, produzida principalmente por linfócito Th1, mas com produção 
também por  alguns T CD8+  e células NK, possui várias ações, dentre estas destacam-
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se: a ativação clássica (M1); a diferenciação de linfócitos em Th1; a indução do aumento 
da expressão de moléculas de MHC classes I e II, com aumento do processamento e 
apresentação antigênica para células T; a indução da troca de isotipo para subclasses de 
IgG nos linfócitos B ativados. Em resumo, o IFN-γ é considerado um marcador de ativação 
do eixo Th1, sendo estas células muito importantes para comandar a imunidade contra 
tumores (Castro et al., 2018). O fato das células provenientes dos camundongos tratados 
e não tratados com a ascídia liberarem quantidades semelhantes de IFN-γ sugere que o 
efeito antitumoral da ascídia não seja estimulando o eixo Th1.

Figura 2. Concentração das citocinas IFN-γ e IL-2  no sobrenadante de células esplênicas 
provenientes de animais tratados e não tratados com a fração aquosa de D.perlucidum, 

estimuladas in vitro com Con-A, e cultivadas por 72 horas. Os dados representam a 
média±EPM de 7 animais por grupo.

Com relação ao estudo da ação das substâncias da ascídia na resposta inflamatória 
aguda induzida por carragenina, os resultados mostram que a carragenina induziu uma 
inflamação aguda, uma vez que, induziu o influxo de células para a cavidade peritoneal, 
sendo este aumento devido ao influxo de macrófagos e linfócitos. O tratamento com a 
ascídia induziu redução do influxo de neutrófilo de modo semelhante a droga controle, 
dexametasona (figura 3A).

Para avaliar o estado de ativação das células inflamatórias a liberação da citocina 
IL-12 foi determinada no sobrenadante da cultura das células peritoneais (figura 3B). As 
células provenientes dos animais que não receberam carragenina (controle negativo) não 
produziram a IL-12. As células provenientes dos animais que receberam carragenina, 
produziram a citocina na ordem de 89 pg/ml. O tratamento dos animais com dexametasona 
reduziu a produção de IL-12, mas, o tratamento com a ascídia não alterou a quantidade de 
IL-12 produzida pelas células inflamatórias. 
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Figura 3. Efeito do tratamento no influxo celular (A) e na produção de IL-12 (B). Os animais 
receberam carragenina i.p. (exceto grupo controle negativo) e tratamento com a subfração da 

ascídia ou dexametasona. O número de células foi determinado 48 horas após a administração 
de carragenina. A IL-12 foi determinada no sobrenadante de células após 72 horas em cultura. 

Dados representam a média ±EPM de 8 animais por grupo.  *p<0,05 comparado com as 
mesmas células do grupo Controle negativo.  ●p<0,05 comparado com as mesmas células do 

grupo carragenina (na figura A) e . ●p<0,05 comparado com o grupo carragenina.

Sabe-se que macrófagos do tipo M1 ativados podem limitar o crescimento de células 
tumorais, através de vários mecanismos, como produção de NO, aumento da produção 
de citocinas pró-inflamatórias como IL-12, radicais livres, ativação de células NKs que 
são responsáveis na destruição do tumor, formação de células do tipo Th1 e linfócitos 
citotóxicos que infiltram o sítio tumoral e matam as células. Porém, as células tumorais tem 
a capacidade de produzir citocinas anti-inflamatórias como TGF-β1, IL-4, IL-10 e PGE2, 
que tem como função restringir a produção de vários fatores anti-tumorais, tais como NO, 
TNF-α e IFN-γ, sendo que esses fatores anti-inflamatórios podem reprogramar macrófagos 
com fenótipo pró-tumoral, o M2 (Kalish et al., 2015). É possível supor que substâncias 
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da ascídia possam reduzir o crescimento do TAE por estar estimulando a formação de 
macrófagos M1. Contudo, esta hipótese não é suportada pelos resultados do modelo de 
inflamação, onde o tratamento dos camundongos com a ascídia não alteram a produção 
de IL-12. O tratamento dos animais com a ascídia tampouco alterou a produção de IL-2 e 
IFN-γ por células esplênicas. 

4 | 	CONCLUSÃO
Os resultados obtidos neste estudo não permitem afirmar que a redução do 

crescimento tumoral seja devido a estimulação da resposta da imunidade inata ou específica 
dos camundongos exigindo mais estudos para a compreensão da atividade antitumoral das 
substâncias provenientes da espécie da ascídia D. perlucidum.
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