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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



SUMARIO

(071 =11 1 1] N0 X5 [T 1

FLAVONOIDS AND GLUTATHIONE AS PROTECTIVE AGENTS FOR LEAD ACETATE
TOXICITY IN Saccharomyces cerevisiae

Marco Aurélio Echart Montano

Fernanda Barbisan

Ilvana Beatrice Méanica da Cruz

Euler Esteves Ribeiro

Sérgio Abreu Machado

Francine Carla Cadona

Mirian Salvador

DOI 10.22533/at.ed.7372015121

(07,1 =11 1 1] N0 Y 20T 13

UTILIZACAO DA CANNABIS SATIVA PARA O TRATAMENTO DA SINTOMATOLOGIA EM
PACIENTES ONCOLOGICOS

Taina Duran Santos de Oliveira

Jo&o Paulo Melo Guedes

DOI 10.22533/at.ed.7372015122

CAPITULO 3...eeeeeeeeeeeteesseseseseseeeesnsnsasasassssssssssnsnsasassssssssessnsasasasssssassnenensasasssnsnns 22

COMMERCIALIZATION OF MEDICINAL PLANTS: AN ETHNOBOTANIC STUDY AT THE
HERB FAIR IN THE MUNICIPALITY OF CARUARU-PE

Jessyelle Millena do Nascimento Floréncio

Thamara Bruna Ramos Santos

Joédo Paulo de Melo Guedes

DOI 10.22533/at.ed.7372015123

CAPITULO Q.eeeeeeeeeeeeeeeeseeesesasasassasasesesessssesesssasassasasasasesesessesasasasasssasasasasasasnne 33

USO DE PLANTAS MEDICINAIS COMO AUXILIAR NA PERDA DE PESO
Juliailma Raimundo de Souza Arruda

DOI 10.22533/at.ed.7372015124

(071 =11 1 1] N0 Y- J00u T 45

USO DE PLANTAS MEDICINAIS POR IDOSOS: RISCOS E BENEFICIOS
José de Ribamar Medeiros Lima Junior
Thaynara Helena Ribeiro e Silva Medeiros
Cristielle Costa Chagas
Almir José Guimarées Gouveia
Liendne Penha Abreu
Luna Mayra da Silva e Silva
Larissa Karla Barros de Alencar
Talison Taylon Diniz Ferreira
Thays Marinho Freitas
Leticia de Matos Sales

DOI 10.22533/at.ed.7372015125




(07,1 =11 1 1] N0 X J0N T 51

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE COLUTORIO PREPARADO COM
EXTRATO DE PINHA (Pinus elliottii Engelm.)

Nilsa Sumie Yamashita Wadt

Marcelo Wadt

Gabriel Pereira de Almeida

Josimar Oliveira Santos

DOI 10.22533/at.ed.7372015126

[07.Y =11 1 1] Ko Y 200U 59

DETERMINAGCAO DO TEOR DE FLAVONOIDES EM EXTRATOS DE FOLHAS DE TRES
SPECIES DE SPONDIAS POR ESPECTROCOSPIA UV

Francisca Rayssa Freitas Frerreira

Beatriz Jales de Paula

Thais Rocha Cavalcante

Victoria Reggna Paulino Albuquerque

Micheline Soares Costa Oliveira

DOI 10.22533/at.ed.7372015127

CAPITULO 8.....eeeeeeeeeeeeeeeseseseneseseeeesmsnsasasasssssssessnsnsasassassssssssnsasasasasssassnsnensasasssnsnns 67

EVALUATION OF NEMATICIDE AND TRYPANOCIDALACTIVITY DIFFERENT EXTRACTS
THE Ruellia angustiflora

Fernanda Brum Pires

Carolina Bolsoni Dolwitsch

Matheus Dellamea Baldissera

Lucas Mironuk Frescura

Liliana Essi

Camilo Amaro de Carvalho

Silvia Gonzalez Monteiro

Marcello Barcellos da Rosa

DOI 10.22533/at.ed.7372015128

CAPITULO 9.t eeeeeseeesesessasasasasesesesnesesasassasasasasasesesesessesesasasasssasasasasasasnns 77

MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA OBESIDADE -
UMA REVISAO SISTEMATICA
Luciane Aparecida Gongalves Manganelli
Moacir Moratelli Junior
Yago Soares Fonseca
Wilcler Hott Vieira
Renan Monteiro do Nascimento
Lilian Santos Lima Rocha de Araujo
Maria Monielle Salamim Cordeiro Monteiro
Nilmaria de Jesus Nunes
Queila Soares Sena

DOI 10.22533/at.ed.7372015129




(07,1 =11 1] W0 X5 [ YT 87

ADALIMUMABE (HUMIRA®) NO TRATAMENTO DA HIDRADENITE SUPURATIVA ATIVA
MODERADA A~GRAVE PARA CONTER O AVANCO DA DOENGCA PREVENINDO ASSIM
A PROGRESSAO EM NEOPLASIAS MALIGNAS

Ana Paula Maschietto

Antonio Edson Albuquerque de Oliveira

Arthur Mauricio Silva Amurim

Eliana Ramos

Paulo Celso Pardi

Gustavo Alves Andrade dos Santos

DOI 10.22533/at.ed.73720151210
CAPITULO 11

PIMENTA RACEMOSA: COMPOSICAO QL}iMICA E POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE
OLEOS ESSENCIAIS DE SUAS PARTES AEREAS

Adilio Macedo Santos

Ohana Nadine de Almeida

Rafael Santos Pereira

Djalma Menezes de Oliveira

Rosane Moura Aguiar

DOI 10.22533/at.ed.73720151211
(07 =11 1 1] W0 15 -3 111

AVALIAGAO DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS EM INSTITUICOES SOCIAIS NO
MUNICIPIO DE GUARAPUAVA-PR

Daniel de Paula
Jean Rodrigo Santos

DOI 10.22533/at.ed.73720151212
CAPITULO 13..eeeeceeeeeeeessesessessssesssssssssssssessssnsssassssasssssensnsasasssssssensssnsasasssssssessnes 124

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DO EXTRATO SECO DE Aloe
vera

Mirian Lima dos Santos

Victor Stanley de Sousa Luz

Lucas Costa Faustino

Ludimila de Azevedo Costa Holanda
Oskar Almeida Silva

Livio Cesar Cunha Nunes

DOI 10.22533/at.ed.73720151213
CAPITULO 1eeeeeseeeseeeeeeseeesesessasasasesessssssasasssssasasasasessssssasssasasasasasasesesssnsnesssnas 126

QUINTA DQ CHA: TROCA DE §ABERES SOBRE PLANTAS MEDICINAIS NA ATENCAO
PRIMARIA A SAUDE - 32 EDICAO

Angela Erna Rossato

Amanda de Mattia

Beatriz Reiser Tramontin

Mariana Fraga Costa

Rafaela Ferreira Rocha




Ronaldo Remor
Silva Dal B6
Vanilde Citadini-Zanette

DOI 10.22533/at.ed.73720151214

CAPITULO 15..eeeeeeeeeeeesseseseeeessessssasasssssssssessnsasasssssssssssensnsasasssssssnsssnsasassssssssssns 141

ESTEROIDES IDENTIFICADOS EM FRACAO ISOLADA DO EXTRATO DE FOLHAS DE
Tithonia diversifolia (HEMSL.) A. GRAY ATRAVES DE FTIR E CG-MS

Temistocles Barroso de Oliveira

Andressa Maia Kelly

Simone Sacramento Valverde

DOI 10.22533/at.ed.73720151215

(07 =11 1 1] W0 15 [ 0T 150

EFEITO DAS SUBSTANCIAS POLARES DA ASCIDIA Didemnum perlucidum NA
ATIVACAO DAS CELULAS ESPLENICAS E INFLAMACAO

Jessica Liliane Paz

Ana Paula Schappo

Giovana Faccio

Katia Naomi Kuroshima

Ana Angélica Steil

DOI 10.22533/at.ed.73720151216

(07 =11 1 1] W0 J5 Iy 2000 162

FLAVONOIDES E SEUS EFEITOS ANTIDIABETICOS: REVISAO DE LITERATURA
Débora Mendes Rodrigues
Valéria Silva de Lima
Alane Nogueira Bezerra
Camila Pinheiro Pereira
Alicia Freitas de Sousa
Ana Thais Alves Lima
Andreson Charles de Freitas Silva
Orquidéia de Castro Uchbéa Moura
Lucas Barbosa Xavier
Ana Camila Osterno Nobrega
Diego Silva Melo
Priscilla de Oliveira Mendonca Freitas

DOI 10.22533/at.ed.73720151217

CAPITULO 18.....eeecceeeeeeereseseseeeessessssnsasssssssssessssssassssssssssessssasasssssssensssnsasasssssssessns 168

ESTABILIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE GELEIA DE Capsicum frutescens
(PIMENTA-MALAGUETA) E Citrus reticulata (LARANJA CRAVO)

Luana Evelyn dos Santos Gomes

Eliza Wedja Santos de Sales

Jamicelly Rayanna Gomes da Silva

Nayane Monalys Silva de Lima

Vanessa Camylla Bernardo de Oliveira

Aline de Moura Borba




Amanda Very Cavalcante

Ariadne Marques Leite Miranda
Mariana Rocha Torres

Elaine Barbosa de Santana Patriota
Nathana Yngreti Marques Magalhaes
Cynthia Gisele de Oliveira Coimbra

DOI 10.22533/at.ed.73720151218
CAPITULO 19....eeeeeceeeeeeeeeeeesesesesesesessssmsssssassssssssssssnsasasssssssssssensnsasassssssesenensasasasnas 179

PROPRIEDADES BIOATIVAS DA ESPECIE Erythrina velutina Wild (MULUNGU)
Eliza Wedja Santos de Sales
Jamicelly Rayanna Gomes da Silva
Nayane Monalys Silva de Lima
Vanessa Camylla Bernardo de Oliveira
Aline de Moura Borba
Thamara Ravana da Silva
Nathana Yngreti Marques Magalh&es
Amanda Very Cavalcante
Ariadne Marques Leite Miranda
Mariana Rocha Torres
Elaine Barbosa de Santana Patriota
Cynthia Gisele de Oliveira Coimbra

DOI 10.22533/at.ed.73720151219

(07 =11 1 1] W0 171 O 189

EFEITO DAS SUBSTANCIAS DA ASCIDIA Didemnum periucidum NO CRESCIMENTO DO
TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

Jessica Liliane Paz

Katia Naomi Kuroshima

Laura Menegat

Phelipe dos Santos Souza

Giovanna dos Passos

Ana Angélica Steil

DOI 10.22533/at.ed.73720151220

(07 =11 1 1] W0 Y3 [0 200

PROPRIEDADES BIOATIVAS DA ESPECIE Punica granatum L. (ROMA)
Luana Evelyn dos Santos Gomes
Eliza Wedja Santos de Sales
Jamicelly Rayanna Gomes da Silva
Amanda Very Cavalcante
Ariadne Marques Leite Miranda
Nayane Monalys Silva de Lima
Felippe Anthony Barbosa Correia
Felipe Stallone da Silva
Mariana Rocha Torres
Elaine Barbosa de Santana Patriota
Rozana Firmino de Souza Sultanun




Cynthia Gisele de Oliveira Coimbra
DOI 10.22533/at.ed.73720151221

CAPITULO 22....eeeeeeeeeeeereseveeeeeeeessssasssssssssessnsasassssssssssssnsnsasasssassssnsssnsasasssssseensns 211

Cinnamomum cassia (CANELA DA CHINA): PLANTA MEDICINAL COM MUITAS
ATIVIDADES FARMACOLOGICAS
Eliza Wedja Santos de Sales
Jamicelly Rayanna Gomes da Silva
Nayane Monalys Silva de Lima
Amanda Very Cavalcante
Ariadne Marques Leite Miranda
Mariana Rocha Torres
Elaine Barbosa de Santana Patriota
Felippe Anthony Barbosa Correia
Maria Eduarda Silva Amorim
Rozana Firmino de Souza Sultanun
Felipe Stallone da Silva
Cynthia Gisele de Oliveira Coimbra

DOI 10.22533/at.ed.73720151222

(07 =11 1 1] W0 1= TN 220

ESTUDO DA ATIVIDADE HIPOGLICEMIANTE COM BASE NO FITOEXTRATO
PRODUZIDO A PARTIR DE BAUHINIA FORFICATA LINK, 1821 E CECROPIA
PACHYSTACHYA TRECUL, 1847

Thiago da Mata Barreto

Leticia Santos Batista Martins

Marcelo Barroso Barreto

Loraine Dias da Cruz

DOI 10.22533/at.ed.73720151223

(07 =11 1 1] W0 Jp. VR 230

PROSPECCAO FITOQUiMICA E ANTIMICROBIANA DA ROSMARINUS OFFICINALIS L.
CULTIVADA NA REGIAO SUDOESTE DO MARANHAO

Thais Mariana Carvalho Silva

Joaqguim Paulo de Almeida Junior

DOI 10.22533/at.ed.73720151224

(07 =11 1 1] W0 Y5 JN T 245

ATIVIDADE CICATRIZANTE DE VERNONIA POLYANTHES LESS (ASTERACEAE)
Milene Machado Minateli
Marcelo Silva Silvério
Orlando Vieira de Sousa

DOI 10.22533/at.ed.73720151225

CAPITULO 26......eeeeceeeeeeeereseseseeeesseessssasssssssesssessssassssssssssensnsassssssssssnsssnsasasssssssasenes 257

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE BAUHINIA GLABRA
Camila Arguelo Biberg Maribondo
Débora Serra Freitas




Elizangela Araujo Pestana Motta
Luiz Fernando Ramos Ferreira
Mayara Soares Cunha Carvalho
Patricia Costa Santos Alves
Rondineli Seba Saloméao

DOI 10.22533/at.ed.73720151226
SOBRE A ORGANIZADORA.........ccirirrrssnssisss s s ssms s s ssasssms e s s ssssssmsssnsans 268

INDICE REMISSIVO.......oureureureereareasessesssssessessessessssssessessessssasessessesssssseasessesesassanes 269




CAPITULO 16

EFEITO DAS SUBSTANCIAS POLARES DAASCIDIA
Didemnum perlucidum NA ATIVACAO DAS CELULAS
ESPLENICAS E INFLAMACAO

Data de aceite: 01/12/2020
Data de submissdo: 04/09/2020

Jessica Liliane Paz

Universidade do Vale do ltajai, CTTMar
Itajai — Santa Catarina
http://lattes.cnpq.br/1032518651717902

Ana Paula Schappo

Universidade do Vale do ltajai, CTTMar
ltajai — Santa Catarina
http://lattes.cnpq.br/5154902330476133

Giovana Faccio

Universidade do Vale do Itajai, CTTMar
ltajai — Santa Catarina
http://lattes.cnpq.br/2137634516371230

Katia Naomi Kuroshima

Universidade do Vale do Itajai, CTTMar
ltajai — Santa Catarina
http://lattes.cnpq.br/8537824513641643

Ana Angélica Steil

Universidade do Vale do Itajai, CTTMar
ltajai — Santa Catarina
http://lattes.cnpq.br/4909467858869270

RESUMO: A ascidia colonial Didemnun
perlucidum, é um organismo que possui uma taxa
de crescimento elevado. Crescendo, também,
associado a maricultura. Estudos realizados
com esta ascidia mostraram que as substancias
polares e menores que 50A inibem o crescimento
do tumor ascético de Ehrlich em mais de 50%. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade das
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substancias polares menores que 50A da ascidia
D. perlucidum na ativagdo de células esplénicas
e na resposta inflamatéria aguda. No estudo de
ativacao de células esplénicas, os camundongos
receberam o desafio antigénico com hemécia de
carneiro e foram tratados durante sete dias. No
oitavo dia as células esplénicas foram coletadas
e colocadas em cultura para a determinacdo
da producgéo da citocina IL-2 e interferon-gama
(IFN-y) no sobrenadante e a proliferacéo celular
por MTT. No estudo da inflamagdo 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 subfracdo da ascidia e carragenina; Grupo
4 recebeu tratamento com dexametasona e
carragenina. Foi avaliado o influxo leucocitario
para o sitio inflamatério e a producgéo ex vivo de
IL-12 por estas células. Os resultados mostraram
que o tratamento reduziu a proliferacdo das
células esplénicas sem alterar a produgédo das
citocinas IL-2 e IFN-y. Na inflamacdo aguda, o
tratamento reduziu o influxo celular sem alterar
a producdo da citocina IL-12. Portanto, estes
resultados ndo nos permitem afirmar que a
reducdo do crescimento tumoral seja devido
a estimulacdo da resposta da imune inata ou
especifica dos camundongos, exigindo mais
estudos para a compreensdo da atividade
antitumoral das substancias provenientes da
espécie da ascidia D. perlucidum.
PALAVRAS-CHAVE: Ascidia,
esplénicas, Inflamacédo aguda, Citocina.
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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 50A 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 50A 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-y) 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-y. 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.

11 INTRODUGAO

A histéria nos mostra a importdncia de se estudar as possiveis atividades
biol6gicas de produtos naturais. Atualmente, em torno de 60% dos medicamentos
utilizados s&@o produtos naturais ou derivados de produtos naturais. Neste contexto, é
necessario considerar a rica biodiversidade dos organismos marinhos que podem ser
uma grande fonte de produtos bioativos. Os produtos naturais marinhos possuem uma
extraordinéria diversidade de alvos moleculares com seletividade marcante, o que aumenta
o potencial farmacolégico e terapéutico destas moléculas, algumas ja identificadas como
elevantes para o tratamento do cancer. Levantamento realizado por pesquisadores do
“National Cancer Institute” indicou que, das fontes naturais de substéncias anti-tumorais,
0s organismos marinhos séo os que forneceram o maior nUmero de extratos organicos com
altas porcentagens de atividade antitumoral (Pereira; Gomes, 2002; Zubia; Ortega; Salva,
20083; Granato, 2005; Costa-lotufo; Wilke; Jimenez, 2009; Silva, 2018).

Dentre os organismos marinhos que vem sendo estudado, detaca-se um
invertebrado conhecido como ascidia. Este organismo deu origem a primeira substancia
natural marinha a entrar para testes clinicos como substancia anticancer. Trata-se um

depsipeptideo ciclico isolado da ascidia caribenha Trididemnum solidum chamado
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didemnina B, e chamou atencéo pela notavel atividade antitumoral contra leucemias e
melanomas. Infelizmente, a substancia mostrou-se altamente téxica ao ser humano e os
ensaios clinicos foram interrompidos ainda na fase Il. Ja, a espécie de ascidia Aplidium
albicans deu origem a substancia aplidina, que atua no bloqueio da divisdo celular e no
enfraguecimento da angiogénese tumoral. Outras substancias com agdo antitumoral
foram isoladas como a Diazonamide, da espécie Diazona angulata e a Ecteinascidin 743
(Yondelis™) da espécie Ecteinascidia turbinata que foi aprovada como droga anticancer em
2007 (Zubia; Ortega; Salva, 2003; Calle, 2007; Costa-Lotufo; Wilke; Jimenez, 2009, Jimenez;
Sturdikova; Sturdika, 2009; Mayer et al., 2010). Estudos realizados na Universidade do
Vale do Itajai apontaram atividade antitumoral da ascidia 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 fragdo 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 substancias polares <50A obtidas da semipurificagdo da fragcdo aquosa
(dados apresentados em outro trabalho neste volume).

A espécie da ascidia Didemnun perlucidum é bastante abundante no sul do Brasil.
Este osganismo costuma ocupar os mais diversos substratos duros e nas fazendas de
maricultura, & conhecida por crescer associada aos sistemas de fixagdo 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 sdo
retiradas do mar para a manutenc¢éo, limpeza ou extragcdo dos organismos, as ascidias sdo
retiradas na limpeza e descartadas, desta forma, a sua obtengdo néo seria um problema
e sim uma forma de atribuir valor a espécie e aproveitar o material que é atualmente
descartado. A questdo do suprimento de material para atender a demanda do mercado
é um tema de extrema importadncia no desenvolvimento de farmacos de origem natural.
A utilizacdo de recursos naturais marinhos como fonte sustentavel de drogas, possui
algumas limitagcdes, uma vez que os compostos frequentemente isolados sé&o de baixos
rendimentos, geralmente estdo em uma proporcédo 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 ascidia ndo se deve a acgéo citotoxica direta sobre as células tumorais, uma vez que,
o nimero de células da medula 6ssea encontra-se aumentado nestes animais. E possivel
que as substancias da ascidia tenham acdo sobre o sistema imunolégicos dos animais
estimulando-o a combater o tumor.

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

Avancos técnicos recentes na caracterizagdo de respostas imunes antitumorais
antigeno-especificas, bem como dados de estudos envolvendo pacientes com cancer
tratados com farmacos recém desenvolvidos que estimulam células T, indicaram que os
linfocitos T citotoxicos (CTL) sdo os mais importantes colaboradores da defesa imune
contra os tumores. Os CTLs podem exercer uma fungé@o de imunovigilancia reconhecendo
e destruindo células potencialmente malignas que expressam peptideos derivados de
antigenos tumorais e apresentados em associacdo com moléculas do MHC de classe |.
CTLs tumor-especificos podem ser isolados de animais e seres humanos com tumores
estabelecidos, e ha evidéncia de que o prognoéstico dos tumores humanos, € mais favoravel
quando mais CTLs estdo presentes no tumor. As respostas de células T CTLs especificas
para antigenos tumorais necessitam da apresentacdo cruzada dos antigenos tumorais
pelas células dendriticas. Os CTLs também necessitam da ajuda dos linfocitos T auxiliares
(células CD4+) que contribuem para as respostas imunes antitumorais por meio de varios
mecanismos (Murphy; Weaver, 2017, Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Os efeitos antitumorais das células Th1 podem refletir seu papel comprovado na
intensificagdo das respostas da célula T CD8+ e na ativagdo de macro6fagos, via secregdo
de fator de necrose tumoral (TNF, do inglés, tumor necrosis factor) e interferon-y (IFN-y).
O IFN-y pode aumentar a expressdo do MHC de classe | na célula tumoral, bem como
a sensibilidade a lise pelos CTLs. A importancia do IFN-y na imunidade tumoral é
demonstrada pelo achado de incidéncia aumentada de tumores em camundongos knockout
desprovidos dessa citocina, de seu receptor ou de moléculas sinalizadoras induzidas pelo
IFN-y. A citocina IFN-y também possuem importante efeito ativador de células NK. Estas
células estimuladas por IFN-y sdo capazes de destruir muitos tipos de células tumorais e
podem contribuir para a imunovigilancia contra os canceres. As células tumorais se tornam
suscetiveis ao killing pelas células NK quando regulam negativamente a expresséo do
MHC de classe | ou quando regulam positivamente a expressdo de ligantes que ativam
receptores da célula NK (Murphy; Weaver, 2017, Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Os macroéfagos sdo capazes tanto de inibir como de promover o crescimento e
disseminacdo dos céanceres, dependendo de seu estado de ativacdo. O modo como os
macréfagos séo ativados pelos tumores é desconhecido. Um possivel mecanismo é o
reconhecimento de padrées moleculares associados ao dano, originados por células
tumorais em processo de morte, pelos receptores imunes inatos dos macréfagos. Os
macrofagos presentes em tumores também podem ser ativados para matar celular tumorais
via IFN-y produzido por CTLs ou células Th1 tumor-especificas. Isso pode ser o que leva a
correlagédo entre um grande namero de células Th1 presentes em alguns tumores com um
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prognostico favoravel. Os macréfagos M1 podem matar células tumorais via mecanismos
que também s&o usados para destruir organismos infecciosos e podem produzir IL-12 que
ira realizar um feedback positivo estimulando a liberagéo de IFN- y por células NK e LTH1. A
citocina IL-12 induz, também, o aumento da atividade das células T helper 17(DE ARAUJO-
SOUZA et al., 2015; PAHL et al; Murphy; Weaver, 2017, Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

O objetivo do atual estudo foi avaliar se as substancias polares menores que 50A da
ascidia D. perlucidum, que mostraram acao antitumoral, alteram a ativagao de linfocitos e/

ou a resposta inflamatéria aguda.

21 METODOLOGIA

2.1 Preparo da ascidia

Organismos da espécie D. perlucidum foram coletados na praia de Armagéao de
Itapocor6i em Penha - SC, junto ao sistema de cultivo de mexilhdes, preservados sob
refrigeracao, 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 residuo que foi chamada de fragdo aquosa. A fragdo aquosa foi semi-
purificada com a utilizacdo de adsorvente de exclusdo denominado XAD-4 (SIGMA-
ALDRICH®) obtendo-se uma subfragdo contendo substancias menores de 50A Santos
Junior e colaboradores (2002).

2.2 Delineamento experimental

Na realizacdo deste trabalho foram considerados os preceitos éticos exigidos na
experimentacéo animal. O foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEUA) da Univali sob o parecer CEUA n° 07/13 e CEUA n° 015/14.

Os camundongos Swiss foram tratados com a subfrag@o contendo as substancias
polares menores de 50A 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 ragao (triturada e Umida) todas as noites.

Para avaliar a agdo do tratamento na proliferacdo de células esplénicas, os
camundongos foram divididos em dois grupos: Controle e Tratado. Todos os animais
receberam 0,1 mL de hemécia de carneiro a 5% em salina. Imediatamente apés a inoculagao
da hemacia de carneiro, os animais do grupo Tratado receberam o primeiro tratamento,
continuado por 7 dias, no oitavo dia do tratamento, foram coletadas as células esplénicas.

Para avaliar a acdo do tratamento na resposta inflamatéria 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% diluida em salina
i.p.; Grupo 3 recebeu o tratamento com a subfracdo da ascidia 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 ascidia receberam o tratamento no primeiro dia do experimento,
aproximadamente 12 horas antes da administracdo 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 ap6s a administracdo de carragenina. No segundo
dia os animais dos Grupos 2, 3 e 4 receberam carragenina. No quarto dia foi avaliada a

resposta inflamatoria pela determinacéo do influxo de células e producéo de IL-12.

2.3 Avaliacao da acao do tratamento na proliferacao de células esplénicas e
producéo das citocinas IL-2 e IFN- y.

O baco foi lavado 5 vezes com PBS estéril, em camara 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 solugé@o antibiética Penicilin- Streptomycon & Glutamine (GIBCO®).
Foi procedido o choque hipotdnico para lizar as hemécias. Apds nova centrifugacéo, a
viabilidade celular foi avaliada (com azul de Tripan) mostrando viabilidade de 97%.

A concentracéo celular foi ajustada para 5x10°células vivas/mL e 0,2 mL/pogo foram
colocadas em cultivo em placas com 96 pocos, na auséncia ou presencga de concanovalina
A (con-A) a 5 mg/mL ou fitohemaglutinina (PHA) a 100pg/mL. As células foram mantidas
em cultivo em estufa a 37° C, em ambiente CO, de 5%, por 72 horas. Apos este tempo,
sobrenadante foi coletado para determinar a concentragéo de citocinas e as células foram
utilizadas para determinar a proliferagao celular.

A concentragdo das citocinas IL-2 e IFN-y foram determinadas através de um
kit comercial ELISA (Invitrogen) seguindo-se o protocolo indicado pelo fabricante. A
proliferacéo celular foi determinada pela técnica de reducéo de MTT. Foi adicionado a cada
poco da placa 100uL meio de cultura contendo 10 yL de MTT diluido em PBS (solucéo
salina tamponada com fosfato), na concentracdo 5mg/mL. Em seguida as células foram
incubadas por 3 horas em estufa a 37°C. Apos este periodo, foi retirado o sobrenadante
e um volume de 100uL de DMSO foi adicionado a cada pogo e a densidade éptica foi
determinada em 540nm.

2.4 Avaliacao da acao do tratamento no influxo de células inflamatérias para
a cavidade peritoneal e producao da citocina IL-12

A cavidade peritoneal dos camundongos foi lavada com 5 mL de NaCl 0,9%, uma
aliquota foi diluida em azul de Tripan e contado em camara de Neubauer. Uma aliquota
das células foi fixada em laminas preparadas na citocentrifuga e coradas com corante
hematologico INSTANT PROV®, onde foi determinado o diferencial leucocitario.

A concentragd@o de citocina IL-12 foi determinada no sobrenadante de cultura de

células peritoneais, contento 2x108cél/mL, coletado apds 72h de cultivo em estufa a 37°C
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e 5% de CO,, utilizando kit comercial ELISA (Invitrogen) seguindo-se o protocolo indicado

pelo fabricante.

2.5 Analise dos dados

Para comparacdo de dois grupos de amostras com distribuicdo normal, foram
utilizados os testes t de Student bicaudal ou o t de Welch O nivel de significancia adotado
para rejeicdo da hipétese de nulidade foi de erro de até 5% (p<0,05) em todas as analises.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados obtidos em estudos anteriores mostram que as substancias polares menores
que 50A da ascidia D. perlucidum, obtidas ap6s o fracionamento somente com o hexano,
inibem o crescimento do TAE em até 55%, reduz o influxo de células inflamatérias para o
sitio tumoral, reduz o nUmero de leucécitos sanguineos, mas, induz aumento no nimero de
células da medula éssea. Estes resultados, somados ao fato da fragdo aquosa néo alterar
o crescimento da célula tumoral in vitro, sugerem que, apesar de em menor nimero no sitio
tumoral, as células inflamatérias nos animais tratados estejam muito mais ativadas e/ou
ativadas de “modo correto” para o combate ao tumor. Também, € possivel que a redugéo
de leucécito sanguineo seja por aprisionamento de células na medula 6ssea, se estas
células forem linfocitos B ou redugé@o de ativagédo de linfécitos e consequente reducao da
expansao clonal. Para testar estas hip6teses, no atual trabalho foi avaliada a atividade
destas substancias da ascidia na ativagdo de células esplénicas de camundongos na
resposta inflamatoria aguda induzida por carragenina.

A proliferag@o de céulas do bago foi avaliado em animais que receberam hemacias
de carneiro, logo ap6s foi realizado o tratamento ou nédo (grupo controle) com a subfracéo
da ascidia. As hemacias de carneiro sdo antigenos potentes pela estimulagéo de respostas
mediadas por Linfocitos B quanto por Linfocitos T, e o aumento de anticorpos indica o
aumento da acdo de macrofagos e de linfécitos B, no processo da sintese de anticorpos
(Da Silva, 2008). Para avaliar a proliferagao celular esplénica, foram coletadas as células do
baco e colocadas em cultivo na presenca e na auséncia de Con-A e PHA. Estes mitdgenos
séo lectinas de origem vegetal, utilizados para aumentar a proliferacdo da célula T (Mao et
al., 2015).

Quando observamos os resultados, apresentados na figura 1, é possivel verificar
que os mitdgenos utilizados (Con-A e PHA) aumentaram a proliferacao celular em ambos
os grupos. O tratamento com a ascidia reduziu a proliferagéo das células estimuladas com
Con-A (figura 1A). Este efeito néo foi visto na PHA, provavelmente, porque o aumento da
proliferacéo induzida pela PHA foi um pouco menor. (figura 1B).
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Figura 1. Efeito do tratamento dos camundongos com a subfracao da ascidia sobre a
proliferacao de células esplénicas, ndo 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 reducéo da ativagéo de linfocitos nos animais tratados com a ascidia observado
na proliferacdo celular, nao refletiu na quantidade de citocinas IL-2 e IFN-y produzidas
pelas células (figura 2). A liberagdo das citocinas IL-2 e IFN-y foi determinada apenas
nas células cultivadas na presengca de Con-A. As células nédo estimuladas com Con-A,
ndo produziram IL-2 nem IFN-y em quantidades detectaveis. Alguns estudos mostram que
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a e INF-y) tem um significativo aumento
induzida por Con-A (Mao et al., 2015). Isto explica o que foi observado nos resultados das
células que nédo foram estimuladas com este mitbgeno, onde néo foi possivel 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-y, ja as células estimuladas com Con-A e
provenientes do grupo tratado com a ascidia produziram 428 pg/ml de IL-2 e 47,4 pg/ml de
IFN- y, ndo havendo diferencgas significativas entre estes dois grupos. A citocina IL-2 é a
principal citocina que promove a proliferagéo e diferenciagdo dos linfocitos T em células
efetoras e de memodria; promove desenvolvimento, sobrevivéncia e fungéo da célula T
regulatéria; e promove proliferacéo de células NK e linfécitos B (Mizui, 2019). Como a IL-2
€ o principal fator responsavel pela proliferagédo de linfécitos, seria eserado que a produgéo
desta citocina fosse menor nas células provenientes dos animais tratados com a ascida,
uma vez que, estas células apresentaram menor proliferacao. Contudo, esta hipotese ndo
se confirmou, sugerindo que a inibi¢cdo da proliferacao celular induzida poelas substancias
da ascidia se deve a outros fatores.

A citocina IFN-y, produzida principalmente por linfocito Th1, mas com producéo
também por alguns T CD8+ e células NK, possui varias agdes, dentre estas destacam-
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se: a ativagdo classica (M1); a diferenciacédo de linfécitos em Th1; a indugdo do aumento
da expressdo de moléculas de MHC classes | e Il, com aumento do processamento e
apresentacao antigénica para células T; a indugéo da troca de isotipo para subclasses de
IgG nos linfocitos B ativados. Em resumo, o IFN-y é considerado um marcador de ativagéo
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 nao tratados com a ascidia liberarem quantidades semelhantes de IFN-y sugere que o

efeito antitumoral da ascidia n&o seja estimulando o eixo Th1.
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Figura 2. Concentracédo das citocinas IFN-y e IL-2 no sobrenadante de células esplénicas
provenientes de animais tratados e nao tratados com a fracao 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 relagéo ao estudo da agcéo das substancias da ascidia na resposta inflamatoria
aguda induzida por carragenina, os resultados mostram que a carragenina induziu uma
inflamacé@o aguda, uma vez que, induziu o influxo de células para a cavidade peritoneal,
sendo este aumento devido ao influxo de macréfagos e linfécitos. O tratamento com a
ascidia induziu redugé@o do influxo de neutréfilo de modo semelhante a droga controle,
dexametasona (figura 3A).

Para avaliar o estado de ativagcdo das células inflamatorias a liberagéo da citocina
IL-12 foi determinada no sobrenadante da cultura das células peritoneais (figura 3B). As
células provenientes dos animais que ndo receberam carragenina (controle negativo) nao
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 producéo de IL-12, mas, o tratamento com a ascidia nédo alterou a quantidade de

IL-12 produzida pelas células inflamatoérias.
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Figura 3. Efeito do tratamento no influxo celular (A) e na producéo de IL-12 (B). Os animais
receberam carragenina i.p. (exceto grupo controle negativo) e tratamento com a subfragéo da
ascidia ou dexametasona. O numero de células foi determinado 48 horas ap6s a administragao
de carragenina. A IL-12 foi determinada no sobrenadante de células ap6s 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 macrofagos do tipo M1 ativados podem limitar o crescimento de células
tumorais, através de varios mecanismos, como producao de NO, aumento da producéo
de citocinas pro-inflamatérias como IL-12, radicais livres, ativacdo de células NKs que
s@o responsaveis na destruicdo do tumor, formacgéo de células do tipo Th1 e linfécitos
citotéxicos que infiltram o sitio tumoral e matam as células. Porém, as células tumorais tem
a capacidade de produzir citocinas anti-inflamatérias como TGF-B1, IL-4, IL-10 e PGE2,
que tem como funcao restringir a produgéo de varios fatores anti-tumorais, tais como NO,
TNF-a e IFN-y, sendo que esses fatores anti-inflamatorios podem reprogramar macréfagos
com fenétipo pro-tumoral, o M2 (Kalish et al., 2015). E possivel supor que substancias
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da ascidia possam reduzir o crescimento do TAE por estar estimulando a formacgéo de
macréfagos M1. Contudo, esta hipotese ndo é suportada pelos resultados do modelo de
inflamacgéo, onde o tratamento dos camundongos com a ascidia ndo alteram a producao
de IL-12. O tratamento dos animais com a ascidia tampouco alterou a producéo de IL-2 e
IFN-y por células esplénicas.

41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo ndo permitem afirmar que a reducdo do
crescimento tumoral seja devido a estimulagé@o da resposta daimunidade inata ou especifica
dos camundongos exigindo mais estudos para a compreensao da atividade antitumoral das
substancias provenientes da espécie da ascidia D. perlucidum.
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