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RESUMO

A busca por medicamentos antineoplasicos tem aumentado, com o objetivo de ampliar
as possibilidades de tratamentos, de torna-los mais efetivos e seguros. Neste trabalho
investigou-se o efeito antitumoral in vitro e in vivo do extrato etandlico das folhas de
Croton triqueter Lam. (EEJ), assim como, possiveis mecanismos imunoldgicos
envolvidos nesta resposta. Além disso, avaliou-se o efeito desse extrato sobre o
sistema imunolégico de camundongos sadios. Para avaliagdo da citotoxicidade foi
utilizado o ensaio de MTT, na qual o EEJ apresentou em todas as concentracdes
testadas citotoxicidade para as células do carcinoma de Ehrlich. Por outro lado,
apenas a maior concentragdo (500 pg/mL) reduziu 20,4% a viabilidade dos
macrofagos RAW 264.7. Para avaliagcdo da atividade antitumoral in vivo,
camundongos Swiss, adultos (x 60 dias, 30 + 5 g), machos foram inoculados por via
intraperitoneal com células do tumor de Ehrlich (2x108/animal) e tratados nos dias 3,
5, 7 e 9 apos indculo do tumor com o EEJ nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg por via
oral (v.0.). O grupo controle recebeu solugao tamponada com fosfato (PBS), v.o. Além
disso, foi utilizado um grupo controle sem tumor e tratados com o EEJ nas mesmas
doses e esquema terapéutico. Metade dos animais foram eutanasiados 10 dias apés
in6culo do tumor, a outra metade foi mantida viva para acompanhamento da sobrevida
e calculo da expectativa de vida. O desenvolvimento tumoral foi avaliado pelo peso
dos animais, circunferéncia abdominal, volume da ascite e numero das células
tumorais totais. O sangue total foi coletado para determinagcdo de parametros
hematoldgicos. Citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-12) e a quimiocina MCP-1
presentes na ascite e no soro foram dosadas pela técnica de CBA. Baco, medula e os
linfonodos mesentéricos foram obtidos para realizagdo da contagem das células
linfoides. Apds a contagem, uma parte da suspensao de células do bago foi submetida
a cultura para avaliagao da producéo de NO e outra parte foi utilizada para realizagéo
de imunofenotipagem por citometria de fluxo para células T, NK, NKT e
apresentadoras de antigenos. Os resultados obtidos demonstraram que o EEJ
aumentou a expectativa de vida dos animais portadores de tumor, assim como reduziu
o numero de células tumorais totais presentes na cavidade peritoneal. Além disso, o
EEJ, tanto nos animais inoculados com tumor quanto nos nio inoculados, nao alterou
0s parametros hematologicos analisados nem o numero de células da medula 6ssea
e do linfonodo mesentérico. Na contagem diferencial dos leucécitos, o EEJ foi capaz
de aumentar o numero de linfécitos e mondcitos e reduzir o numero de
polimorfonucleares nos camundongos inoculados com tumor e tratados com o EEJ.
Foi observado que nos animais inoculados ou nao com tumor de Ehrlich, o EEJ na
dose de 500 mg/kg promoveu um aumento do numero de células do bago, sendo que
nos animais inoculados com tumor houve um aumento da frequéncia absoluta de
células T CD4* e CD8", além do aumento dessas populacdes que expressavam 0O
marcador CD28*, bem como, aumento de células CD3CD49b*NK1.1%,
CD3"CD49b*NK1.1* e IA-IE*LY6C-Ly6G*CD86". A dose de 125 mg/kg aumentou a
frequéncia absoluta de células T CD4" e CD8" ativadas, enquanto que a dose de 250
mg/kg aumentou somente a populacéo de células T CD8* ativadas. Verificou-se ainda,
que o tratamento com o EEJ nas trés doses reduziu a concentragao de IL-6 na ascite



de forma dose dependente, aumentou a concentracédo de IFN-y e apenas a dose de
500 mg/kg reduziu a concentragdo TNF-a. No soro, a dose de 125 mg/kg reduziu a
concentracdo de IL-6 e aumentou IFN-y. Quanto a analise do EEJ sobre os
macrofagos RAW 264.7 estimulados ou ndo com LPS foi possivel verificar um
aumento da expressao dos marcadores CD14*, IA-IE e CD86* nos macrofagos com e
sem LPS, indicando que o EEJ apresenta a capacidade de polarizar macréfagos para
o perfil M1. No ensaio de polarizagdo de macroéfagos, o EEJ foi capaz de aumentar a
expressao dos marcadores IA-IE e CD86" nos macrofagos previamente polarizados
para os perfis M1 e M2. Estes resultados indicam que a espécie vegetal Croton
triqueter Lam. exibe propriedade antitumoral, sugerindo que, além do efeito direto,
mecanismos imunoldgicos estariam envolvidos nessa resposta.

Palavras-Chave: Cancer, plantas medicinais, tumor de Ehrlich, microambiente
tumoral, macrofagos.
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Universidade Federal do Maranhao (UFMA), Sao Luis — MA, 2016.

ABSTRACT

The search for anticancer drugs has increased, with the aim of expanding the
possibilities of treatments, to make them more effective and safe. In this work it was
investigated the antitumor effect in vitro and in vivo of an ethanolic extract of Croton
triqueter Lam. (EEJ) leaves, as well as possible mechanisms involved in this response.
In addition, it assessed the effect of this extract on the immune system of healthy mice.
For cytotoxicity evaluation was used the MTT assay, where the EEJ presented at all
concentrations tested, cytotoxicity to Ehrlich carcinoma cells. On the other hand, only
the highest concentration (500 pg/mL) reduced 20.4% the viability of RAW 264.7
macrophages. For evaluation of antitumor activity in vivo, Swiss mice, adult (+ 60 days,
30 £ 5 g), male were inoculated intraperitoneally with the Ehrlich tumor cells
(2x10%/animal) and treated on days 3, 5, 7, and 9 after tumor inoculation with EEJ at
doses of 125, 250 and 500 mg/kg orally (po). The control group received phosphate-
buffered saline (PBS), po. Furthermore, it was used a non-tumor bearing control group
and treated with the same doses of EEJ and therapeutic regimen. Half of the animals
were euthanized 10 days after tumor inoculation, the other half was kept alive for
monitoring survival and calculation of life expectancy. The tumor development was
evaluated by animal weight, waist circumference, ascites volume and total number of
tumor cells. Whole blood was collected for determination of haematological
parameters. Cytokines (IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-12) and the chemokine MCP-1
present in the ascites and serum were measured by CBA technique. Spleen, bone
marrow and mesenteric lymph nodes were obtained to perform the counting of
lymphoid cells. After counting a portion of the spleen cell suspension was subjected to
culture for assessment of NO production and another part was used to perform
immunophenotyping by flow cytometry for T cells, NK, NKT cells and antigen-
presenting cells. The results showed that the EEJ increased the lifespan of tumor-
bearing animals, and reduced the total number of tumor cells present in the peritoneal
cavity. Besides, the EEJ in animals inoculated with tumor and the uninoculated not
altered hematological parameters or the number of cells in the bone marrow and
mesenteric lymph nodes. In the leukocyte differential count, EEJ was able to increase
the number of Ilymphocytes and monocytes and reduce the number of
polymorphonuclear leukocytes in mice inoculated with tumor and treated with EEJ. It
was observed that in animals inoculated with or without Ehrlich tumor, EEJ at the dose
of 500 mg/kg provided an increased number of spleen cells, and in animals inoculated
with tumor there was an increase in the absolute frequency of CD4* and CD8"* T cells,
besides the increase of these populations expressing CD28* marker, as well as
increase of CD3:CD49b*NK1.1* and IA-IE*Ly6C-Ly6G*CD86" cells. The dose of 125
mg/kg increased the absolute frequency of CD4* and CD8* T cells activated, whereas
the dose of 250 mg/kg only increased the population of CD8* T cells activated. It was
also found that the treatment with EEJ at three doses reduced the IL-6 concentration
in the ascites dose-dependent manner, increased the IFN-y concentration and only
dose of 500 mg/kg reduced the TNF-a concentration. In serum, the dose of 125 mg/kg
reduced the IL-6 concentration and increased IFN-y. The analysis of EEJ on RAW
264.7 macrophages stimulated or not with LPS was possible to verify increased



expression of CD14", IA-IE and CD86" markers on macrophages with and without
LPS, indicating that the EEJ has the ability to polarize macrophages to the profile M1.
On macrophages polarization assay, EEJ was able to increase expression of IA-IE*
and CD86" markers on previously polarized macrophages to the profiles M1 and M2.
These results indicate that plant species Croton triqueter Lam. exhibits antitumor
property, suggesting that, in addition to direct effects, immunological mechanisms were
involved in this response.

Keywords: Cancer, medicinal plants, Ehrlich tumor, tumor microenvironment,
macrophages.
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1 INTRODUGAO

Vivemos um periodo de transigao epidemiolégica no qual pessoas de todo
o0 mundo estdo vivendo mais tempo. Mesmo em paises menos desenvolvidos,
doencas infecciosas e parasitarias passam a ser mais conhecidas e controlaveis. A
industrializagéo e a progressiva migragado do homem dos campos para as cidades tém
sido acompanhadas do aumento da exposicdao do homem a uma crescente lista de
agentes com potencial mutagénico e carcinogénico. Aliados, esses fatores explicam
a crescente incidéncia de cancer no Brasil € no mundo.

Paralelo a essas modificacbes tém-se vivenciado um aumento na
investigacao em biologia celular, bioquimica e biologia molecular o que tem fornecido
informacdes detalhadas sobre as moléculas e processos que permitem que as células
possam se dividir, crescer, diferenciar e desempenhar as suas funcbes essenciais.
Este conhecimento basico sobre biologia celular tem levado a descobertas praticas
sobre os mecanismos do cancer e fornecido informagdes necessarias para elaboragao
de novos tratamentos. Mas apesar de todo esse progresso na compreensao da
biologia do céncer e do investimento significativo no desenvolvimento de terapias
antitumorais, o cancer continua sendo considerado um dos principais problemas de
saude publica mundial e uma das principais causas de morte entre criangcas e adultos.

Com todo esse cenario, o desenvolvimento de alternativas profilaticas, bem
como alternativas terapéuticas viaveis, mais eficazes, com menos efeitos colaterais e
mais acessiveis a populagdo se faz necessario, sobretudo aquelas que possam
apresentar diferentes alvos terapéuticos. Sendo assim, o tratamento oncoldgico a

partir de componentes do sistema imunoldgico emerge como uma possivel alternativa,
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dentro da perspectiva, de eliminar somente as células cancerigenas, evitando os
efeitos colaterais comumente causados pela quimioterapia e radioterapia.

Nesse sentido, diversos estudos tém validado o efeito de produtos naturais
como potenciais fontes de medicamentos mais efetivos, menos toxicos e com
propriedades sobre o sistema imunolégico, destacando-se os estudos com espécies
vegetais com base nos levantamentos etnofarmacoldgicos e relagao
quimiotaxondmica.

Em estudos anteriores realizados por nosso Grupo de Pesquisa em
Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), avaliou-se a
atividade antitumoral do extrato etandlico das folhas da espécie vegetal Croton
triqueter Lam. (EEJ) frente ao tumor ascitico de Ehrlich (TAE), no qual esse extrato
reduziu expressivamente a formacgado do liquido ascitico e o numero de células
tumorais, aumentando a sobrevida dos animais inoculados com tumor e o0 numero de
células do baco, fato este que pode ser atribuido a possivel efeito imunoestimulador
desse extrato. Em analise fitoquimica realizada com o EEJ foi demonstrada a
presenca de flavonoides e alcaloides, compostos conhecidos por suas propriedades
antioxidante e antitumoral, respectivamente, que podem estar envolvidos nos
mecanismos de resposta antitumoral (MOREIRA, 2013).

Sendo assim, os dados cientificos obtidos por nosso grupo de pesquisa
com a espécie vegetal Croton triqueter Lam. nos encorajaram a dar continuidade,
buscando caracterizar efetivamente a atividade antitumoral do EEJ, assim como,
elucidar possiveis mecanismos imunologicos envolvidos nessa agao. Além disso,
decidiu-se investigar o efeito do EEJ sobre o sistema imunoldgico de camundongos
sadios. Considerou-se, ainda, o fato da espécie vegetal Croton triqueter Lam. ser

cultivada no Estado do Maranhdo, apresentar um ciclo de vida curto, o que



lntrodungdo- 25

possibilitaria a possivel produgdo em larga escala da matéria-prima para produgéo de
farmacos e/ou medicamentos que pudessem ser utilizados como adjuvantes no
tratamento do cancer.

Teve-se como hipdtese que a espécie vegetal Croton triqueter Lam. atua
seletivamente contra as células do tumor de Ehrlich, além de melhorar a resposta

imunoldgica dos camundongos portadores do tumor ascitico de Ehrlich.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia do cancer

A medida em que os processos de transicdo demografica e epidemioldgica
se desenvolvem no Brasil e no mundo, as neoplasias vém se tornando rapidamente
uma das principais causas de morbimortalidade. O declinio da fecundidade e a queda
da mortalidade contribuiram para alteragbes na estrutura populacional, com
progressivo envelhecimento da populagéo e aumento na esperancga de vida ao nascer.
Tais mudangas geraram queda na mortalidade pelas doengas infecciosas e
parasitarias, ao mesmo tempo em que se verificou aumento na propor¢ao de mortes

atribuidas as doengas cardiovasculares, causas externas e neoplasias.

De acordo com dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS), sé no ano
de 2012, 14,1 milhdes pessoas foram diagnosticadas com cancer e 8,2 milhdes de
pessoas morreram por conta dessa doenca. Em comparagao ao ano de 2008, houve
um aumento em 11,0% e 7,9% no numero de novos casos e Obitos, respectivamente.
Os canceres mais comumente diagnosticados em 2012 foram os de pulmao (1,8
milhdo, 12,8% do total), mama (1,7 milhdo, 12,1%) e colorretal (1,4 milhdo, 9,9%).
Ainda segundo a OMS, mais da metade de todos canceres diagnosticados (56,8%) e
os 6bitos por cancer em 2012 (64,9%) ocorreram em regides menos desenvolvidas
do mundo, como por exemplo: Bolivia, Venezuela, Brasil e india (NEGRIN, 2015;
SREEDEVI, JAVED, DINESH, 2015; CATARINO et al., 2015; DIDKOWSKA et al.,
2016). Essas proporgbes irdo aumentar ainda mais devido ao crescimento e
envelhecimento da populacdo e aumento da prevaléncia de fatores de risco

conhecidos (WHO, 2014).
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No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) sdo estimados
aproximadamente 596 mil casos novos de cancer para o ano de 2016. Serdo 295.200
mil novos casos para o sexo masculino e 300.800 mil para o sexo feminino, sendo o
cancer de pele do tipo ndo melanoma o mais incidente (175.760 mil casos novos)
(INCA, 2016).

Esses dados comparados com o ano de 2008 demostram que houve um
aumento em 26,8% no numero total de pessoas com cancer. Esse aumento reflete
uma reducdo nas taxas de natalidade e mortalidade com aumento da expectativa de
vida e envelhecimento populacional, modificacdo nos padrdes de saude-doencga
caracterizados pela alteragdo no perfil de mortalidade com diminuicdo da taxa de
doencas infecciosas e aumento da taxa de doengas crbénico-degenerativas (TORRE
et al., 2015).

A Tabela 1 descreve as estimativas das taxas de incidéncia dos principais
tipos de cancer (excluindo o cancer de pele do tipo ndo melanoma), por sexo. Entre
os homens, os canceres de prostata, traqueia, bronquios e pulmao, colorretal e
estbmago serdo responsaveis por cerca de metade de todos os canceres
diagnosticados em 2016; s o cancer de prostata sera responsavel por 28,6% (61.200)
dos casos incidentes, tornando-o cancer mais comum entre os homens. Os quatro
tipos de cancer mais comumente diagnosticados entre as mulheres em 2016 seréo o
de mama, colorretal, colo do utero e traqueia, bréonquio e pulmio. O cancer de mama
devera ser responsavel por 28,1% (57.960) de todos os novos casos de cancer entre

as mulheres (INCA, 2016).



Referencial Tesrico 29

Tabela 1 — Distribuicao dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, exceto
pele ndo melanoma.

____Localizagéo Primaria casos” % ___________________LocalizaghoPrimaria ___ casos’ % __
Prostata 61.200 286% IMama feminina 57960 281%
Traqueia, Brénquio e Pulm&o 17.330 81% Colon e Reto 17620 86%
Cdlone Reto 16660 7,8% Colo do Utero 16340 79%
Estémago 12920 6,0% Traqueia, Brénquio e Pumdo 10890 53%
Cavidade Oral 11.140 52% Estémago 7600 3,7%
Esdéfago 7950 37% Corpo do Utero 6.950 34%
Bexiga 7200 34% Qvario 6150 3,0%
Laringe 6360 3,0% Glandula Tireoide 5870 29%
Leucemias 5540 26% Linfoma ndo Hodgkin 5030 24%
Sistema Nervoso Central 5440 25% Sistema Nervoso Central 4830 23%

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.
Fonte: Adaptado do Instituto Nacional do Cancer, INCA (2016).

Ainda segundo o INCA (2016), a previsao € que haja para 2016 um numero
maior de novos casos na regiao Sudeste (291.090) e Sul (131.880), seguidas das
regides Nordeste (107.180), Centro-Oeste (44.430) e do Norte do pais (21.490).

No Maranhado, Estado localizado na Regido Nordeste do Brasil e com
populacao de 6.904.241 habitantes, foram estimados para o ano de 2016, 6.370 novos
casos de cancer (excetuando-se o cancer de pele do tipo ndo melanoma, 1.380 casos)
por 100.000 habitantes, 48% (3.040) ocorrendo em homens e 52% (3.330) nas
mulheres. Os sitios de cancer mais comuns foram o cancer de préstata (1.050 casos,
16,5% de todos os casos de cancer), seguido por cancer de colo do utero (970,
15,2%), cancer de mama feminina (650, 10,2%) e cancer de estémago (370, 5,8%).
Estes quatro representaram 47,7% do encargo global estimado no Maranhdo em
2016. Os sitios primarios mais comuns em homens foram os de prostata (1.050,
34,5%), estbmago (240, 7,9%), traqueia, brénquios e pulmao (210, 6,9%) e sistema
nervoso central (210, 6,9%). Nas mulheres, o cancer de colo do utero foi a neoplasia
mais predominante (970, 29,1%), seguido pelo cancer de mama (650, 19,5%),
colorretal (150, 4,5%) e traqueia, bronquios e pulmao (150, 4,5%) (INCA, 2016).

A Figura 1 resume os numeros de novos casos de cancer, que foram

estimados para o Estado do Maranhdo em 2016, por tipo de cancer. Projecdes
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baseadas nessas estimativas preveem um aumento substancial de novos casos de

cancer e 6bitos até 2025. Sendo assim, estudos visando o desenvolvimento de novas

drogas anticancerigenas mais eficazes e seguras e que apresentem diferentes alvos

terapéuticos devem se intensificar.

Préstata
Colo do utero
Mama Feminina

Estdmago

Pulm&o, Bronquios e..

Sistema Nervoso Central

Colorretal

Leucemias
Glandula Tireoide
Linfoma nao Hodgkin
Cavidade oral
Ovario

Corpo do utero
Esbdfago

Laringe

Bexiga

Pele Melanoma
Linfoma de Hodgkin

Outras localizagdes

280
270
220
150
140
130
100
90
70
70
70
60
40

370
360

650

970

1050

1.280

Figura 1 — Estimativas para o ano de 2016 dos novos casos de cancer, segundo localizagao primaria,
exceto pele ndo melanoma, Maranhao (Brasil).
*NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.
Fonte: Adaptado do Instituto Nacional do Cancer, INCA (2016).
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2.2 Sistema imune e Desenvolvimento tumoral

Em 1909, Paul Ehrlich iniciou as discussdes sobre a atuagcido do sistema
imune na repressao do crescimento de carcinomas, imaginando que este processo
ocorria com grande frequéncia e que, por isso, muitos tumores n&o se desenvolviam.
A partir desta data, varias discussdes em torno do papel do sistema imunolégico na
resposta as neoplasias iniciaram. Cinquenta anos mais tarde, Sir Frank Macfarlane
Burnet e Lewis Thomas langaram a teoria da imunovigilancia (DUNN, OLD,
SCHREIBER, 2004; SCHREIBER, 2005). Burnet acreditava que os novos antigenos
formados pelos tumores poderiam provocar uma reagao imunoldgica efetiva, que
culminaria na eliminagao destes pelo organismo. Ele propunha ainda que a imunidade
antitumoral se baseava na discriminag&o do proprio e ndo préprio pelo sistema imune.
De maneira semelhante, Thomas acreditava que o organismo possuia mecanismos
protetores contra as neoplasias, semelhante aqueles que ocorrem no processo de
rejeicdo ao enxerto, considerando esta a defesa primaria contra os tumores.
Inicialmente ndo houve muito suporte cientifico para essas hipoteses, mas as mesmas
foram consideradas um avango para o entendimento em relacdo a resposta imune
contra os tumores (JAKOBISIAK, LASEK, GOLAB, 2003; DUNN, OLD, SCHREIBER,
2004; SCHREIBER, 2005). Através de modelos experimentais, as ideias de Ehrlich,
Burnet e Thomas ganharam suporte cientifico, e contribuiram para um maior
conhecimento sobre o papel do sistema imunolégico na resposta tumoral.

No intuito de melhor caracterizar a relagdo entre a resposta imunoldgica
contra os tumores, avangos recentes no campo da imunologia basica acrescentaram
o conceito complementar da imunoedi¢cdo, no qual a pressao seletiva do sistema

imune molda o perfil antigénico dos tumores (TORREZINI & ATHANAZIO, 2008). A



Referencial Tedrico 32

imunoedicdo envolve a selecdo de mecanismos de evasao pelas células tumorais,
permitindo o seu crescimento até o estagio clinicamente detectavel, sendo este
processo constituido por trés fases. Inicialmente, o sistema imune reconhece as
células transformadas e recruta moléculas pré-inflamatérias, caracterizando o
processo de eliminagdo. Em um segundo momento, as células tumorais selecionadas
que nao foram destruidas geram variantes que carregam mutacdes possibilitando a
resisténcia. Segue-se uma fase de equilibrio com o sistema imune, na qual coexistem
as células de baixa imunogenicidade que compdem o tumor e as células e moléculas
responsaveis pelo controle do crescimento das mesmas. Por fim, apds esta selecao
natural as células tumorais se desenvolvem em um ambiente virtualmente anérgico

(fase de evasao) (Figura 2) (SCHREIBER, 2005).
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Figura 2 — As trés fases da imunoedigao: eliminacgao, equilibrio e escape.
Fonte: Adaptado do SCHREIBER (2005).
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Essa hipétese da imunoedigao, citada por Dunn, proporcionou um melhor
entendimento sobre os mecanismos de escape das células cancerigenas ao sistema
imune. Esta hipotese partiu da ideia de que o sistema imune tem um duplo papel no
processo tumoral, na qual componentes da imunidade inata (neutréfilos, macrofagos,
células natural killer (NK) e células dendriticas) e da imunidade adquirida (linfocitos B
e T) podem agir interferindo positiva ou negativamente no crescimento tumoral, de
acordo com o estagio de desenvolvimento e com o tipo de tumor (SMYTH et al., 2001;
MELVOLD & STICCA, 2007).

Os macrofagos consistem numa populagdo extremamente heterogénea;
sao originarios a partir de mondcitos do sangue, que migram para os tecidos e se
diferenciam em tipos distintos de macréfagos. Demonstram um elevado grau de
plasticidade em resposta a sinais a partir do microambiente e pode assumir um
espectro de fungdes necessarias para a homeostase do tecido (HUME, 2008). Dois
estados de polarizacdo relativamente distintos tém sido reconhecidos para essas
células: Macréfagos M1, classicamente ativados por IFN-y e por produtos microbianos,
expressam concentragoes elevadas de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-1, |IL-6,
IL-12 ou IL-23), complexo principal de histocompatibilidade (MHC), enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e sao relatados por ter uma elevada capacidade
bactericida e tumoricida. Em contraste, os macréfagos M2, alternativamente, ativados,
sao estimulados por IL-4, IL-10 e IL-13, regulam negativamente MHC de classe Il e a
expressao de IL-12, e mostram aumento da expressao da citocina anti-inflamatéria IL-
10. As principais fungdes dos macrofagos M2 sdo de remover detritos e promover a
reparacao tecidual, além de regular o sistema imunolégico (MANTOVANI et al., 2011)

(Figura 3).
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Fonte: Adaptado de BISWAS & MANTOVANI (2010).

No geral, os macréfagos associados aos tumores (TAMs) tém sido
frequentemente relatados por apresentarem um fenétipo M2 e sdo associados com
pior prognostico (MURDOCH et al., 2008) e com uma diminuigdo da taxa de sobrevida
em pacientes com cancer, como no de colo uterino, mama, bexiga e melanoma (CHEN
et al., 2011; ZHANG et al., 2012; PETRILLO et al., 2015). Acredita-se que muitos dos
fatores produzidos por esses macrofagos agem em favor da progressao tumoral,
estimulando principalmente o crescimento do tumor, angiogénese, invasdo e
metastase (BISWAS & MANTOVANI, 2010). J& os macréfagos M1 sédo descritos por

suas propriedades tumoricidas e por contribuirem no aumento da sobrevida de

pacientes com cancer (LIU et al., 2015).
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Entretanto, TAMs e 0s seus papéis na invasdo tumoral e metastase tém
sido discutidos em diversas revisdes recentes (ONG et al., 2012; HAO et al., 2012;
QUAIL & JOYCE, 2013). Autores demonstram que um aumento da densidade dos
TAMs em céancer colorretal esta correlacionado com um melhor progndstico
(FORSSELL et al., 2007; ZHANG et al., 2012). Pacientes com cancer de estdmago
também apresentaram um melhor progndstico com um elevado numero de TAMs
(HAAS et al., 2009). Entretanto, os resultados sobre o cancer de prostata, pulmao e
endometrial sdo conflitantes (SHIMURA et al., 2000; HASHIMOTO et al., 2000; DAI et
al., 2010). Nesse contexto, fica cada vez mais evidente que os macréfagos podem
desempenhar diferentes papéis na tumorigénese, dependendo do tecido e do tipo de
cancer. E interessante especular que os diferentes papéis desempenhados pelos
macrofagos em varios tipos de cancer podem envolver variagées no equilibrio entre
os fendtipos M1/M2, impulsionado por fatores no microambiente tumoral, além de
haver variacdes dentro de certos tipos de cancer.

Porém, os macrofagos n&o sdo as unicas células do sistema imune inato
envolvidas no contexto da resposta tumoral (MELVOLD & STICCA, 2007), células NK
também sao descritas por exibirem atividade citotoxica frente as céluas cancerigenas
(VESELY et al., 2011). Essa citotoxicidade é considerada rapida, muito potente e
possui multiplas facetas. Dessa forma, a morte da célula-alvo pode ocorrer em
minutos, dificultando a atuacdo de mecanismos de resisténcia. A morte celular
mediada pelas células NK ocorre principalmente através da exocitose de gréanulos
(perforina e granzima). O outro mecanismo de morte celular mediado por células NK
€ através da ligagcdo de receptores especificos presentes nas células-alvo com
ligantes na superficie das células NK. Esses ligantes pertencem a superfamilia do TNF

e a sua ligacao induz a apoptose da célula-alvo. As células NK expressam dois
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membros dessa familia, FasL (CD95L) e o ligante de apoptose relacionado ao TNF
(TRAIL). Muitas células tumorais ndo expressam Fas (receptor que se liga a FasL),
mas as células NK podem diretamente induzir a expressao de Fas em células tumorais
através da secregdo de TNF. A atividade citotoxica mediada por TRAIL é
relativamente seletiva porque mata células tumorais humanas e n&o causa efeito nas
células normais. Citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) também
pode ser um mecanismo de morte de células tumorais por células NK, em que
exprimem um receptor de baixa afinidade para Fc de IgG, FcyRIIl (CD16).

Além desse importante papel da imunidade inata na resposta imune contra
o crescimento e o desenvolvimento tumoral, ha também a grande participagado da
imunidade adaptativa composta pelos linfocitos B e T (DUNN, OLD, SCHREIBER,
2004). Os linfécitos T sao divididos em linfécitos T CD4* (auxiliares) e T CD8*
(citotéxicos), ambos participam da resposta imune adaptativa contra o tumor de forma
distinta. Estudos tém mostrado que os linfocitos T CD4* atuam auxiliando na ativacao
de T CD8" através da liberacdo de citocinas e/ou na ativacdo de células
apresentadoras de antigenos (APC) pela interagdo entre CD40 ligante do T CD4" e
CD40 da APC para apresentar antigenos para células T CD8".

Os linfécitos T CD4* tém efeito antitumoral por via independente a dos
linfécitos T CD8*. Eles reconhecem antigenos apresentados por APC restritos ao
MHC de classe Il, atuando diretamente nas respostas Th1, ativando macréfagos a
produzir espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como 6xido nitrico e superoxidos.
Os linfécitos T CD4* e os macréfagos ativados completam a resposta antitumoral
levando a ativacao de linfécitos T CD8*, os quais poderao atuar diretamente sob as
células tumorais, na tentativa de elimina-los. Os linfocitos T CD4" ativados tornam-se

linfécitos de memoria e podem migrar para o sitio do tumor atuando em conjunto com
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linfocitos T CD8" na eliminagao das células tumorais, podendo amplificar a resposta
imune, pela ativacado de outras APCs, que por sua vez, ativam outros linfécitos T CD8*
(PARDOLL & TOPALIAN, 1998).

Os linfocitos T CD8* sdo capazes de induzir morte das células tumorais por
meio de lise da célula tumoral através da atuagao de perforina e granzima B. Essa
morte acontece quando linfécitos T CD8* reconhecem diretamente antigenos
associados ao tumor (TAA), os quais sao apresentados por APCs via MHC de classe
I. As APCs, apos capturar os antigenos tumorais, migram para o linfonodo drenante e
apresentam estes aos linfécitos T CD8", os quais sdo ativados passando a linfécitos
T citotoxicos. Esses migram para o local onde esta alojado o tumor para desempenhar
a fungao citolitica. Uma vez ativado, o linfécito T CD8* pode produzir citocinas como
IFN-y, que ativam APCs, favorecendo o aumento e a eficacia na apresentagao de
antigenos a linfécitos T, induzindo uma resposta imune do tipo Th1. Os peptideos
derivados de antigenos tumorais podem ser apresentados aos linfécitos T CD8" via
MHC de classe | em 6rgaos linfoides secundarios por duas vias: apresentagao direta
das células dendriticas que migraram, ou indiretamente apds a captacdo e
processamento de outras células contendo antigenos tumorais (como macrofagos ou
neutréfilos), que serdao apresentados por APCs, o que é chamado de apresentagao
cruzada (PARDOLL & TOPALIAN, 1998; OCHSENBEIN, 2005; POGGI & ZOCCHI,
2006).

Assim, as respostas imunes inata e adaptativa formam um sistema
integrado de defesas do hospedeiro, no qual diversas células e moléculas funcionam
cooperativamente na resposta ao tumor (MALE, BROSTOFF, ROTH, 2006).
Entretanto, atualmente, tem sido dado enfoque ao estudo de algumas populagdes

linfoides e mieloides que possuem um importante papel imunossupressor em diversas



Referencial Tesrico 38

patologias, incluindo o cancer. Um exemplo que pode ser citado sdo as células T
regulatorias (Treg) que séo descritas por suprimir a capacidade antitumoral das
células NK e T CD8* (MOUGIAKAKOS et al., 2010; ADEEGBE & NISHIKAWA, 2013).
As células Treg foram originalmente descritas por Sakaguchi et al. (1995),
como ceélulas reguladoras geradas no timo que possuem um importante papel na
regulagcédo imunoldgica, destacando-se como um mecanismo de controle da resposta
imune adaptativa e, com isso, apresentando implicagbes decisivas no bom
funcionamento do sistema imunoldgico. Essas células constituem aproximadamente
5 a 15% dos linfécitos T CD4* circulantes do sangue. Por definicao, sdo caracterizadas
pela expressao de CD25" (cadeia do receptor de IL-2, expresso também em células
T ativadas), pelo fator de transcricao FoxP3 (forkhead box P3) e também por niveis
variados de expressao de outras moléculas de ativagio, como: CD45RB'"Y, CD5"dh,
CD44high - GITRM" e CTLA-4*. Os mecanismos utilizados pelas células Treg para
exercerem sua funcao supressora sao bastante complexos e ainda se encontram sob
analise em estudos in vitro. Supbe-se que existem pelo menos quatro mecanismos
envolvidos (OLEINIKA et al., 2013) (Figura 4):
v' Células Treg induzem a expressado de B7-H4 por células apresentadoras de
antigenos (APCs), e por sua vez induzem a paralizag&o do ciclo das células T;
v Linfécitos Treg adquirem uma atividade citotdxica e liberam granzimas e
perforinas levando a citélise da célula-alvo;
v' Células Treg induzem a produgédo da enzima indoleamina 2,3 dioxigenase
(IDO) pelas células dendriticas, depletando o aminoacido essencial triptofano,
que sao capazes de inibir a ativacédo das células T;
v' Por fim, através da liberacédo de citocinas inibitérias como IL-10 e o fator de

transformacgao do crescimento beta (TGF-31).
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Figura 4 — Possiveis mecanismos supressores de células T regulatdrias (células Treg;
CD4*CD25*FOXP3*). Células Treg induzem a expressdo de B7-H4 por células apresentadoras de
antigenos (APCs), e por sua vez induzem a paralizagao do ciclo das células T (A). Células Treg ativadas
de humanos matam diretamente células-alvo, tais como células T e APCs através de vias perforina ou
granzima B-dependentes (B). Treg induz a produgédo da enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO)
pelas células dendriticas, depletando o aminoacido essencial triptofano, que sao capazes de inibir a
ativagao das células T (C). Células Treg podem secretar interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento
Transformante Beta (TGF-(8), e diretamente inibirem a ativacdo de células T e suprimirem a funcéo
APC, através da inibicao da expressao de moléculas do MHC, CD80, CD86 e IL-12 (D) (Adaptado de
ZOU, 2006).

No contexto tumoral, a presenga de células Treg tem sido associada a uma
resposta antitumoral deficiente por promover uma falha da co-estimulacao das células
T CD4* sobre as células T CD8", bem como alterar a citotoxicidade mediada por
células NK contra os antigenos tumorais (PEDROZA-PACHECO, MADRIGAL,
SAUDEMONT, 2013; NISHIKAWA & SAKAGUCHI, 2014; LIU et al., 2016). Uma das
formas de inibigdo das células Treg sobre as células efetoras da imunidade tumoral é
a liberacao das citocinas IL-10 e TGF-B. Assim, como estratégia terapéutica para o

tratamento do céancer, a inibicdo da funcdo das células Treg pode ter resultados

positivos.
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Sendo assim, com toda essa compreensdo sobre atuacdo do sistema
imunoldgico no cancer, terapias inovadoras estdo sendo desenvolvidas na tentativa
de otimizar a resposta imunolégica do paciente com cancer. Essas novas terapias
sdo, em sua maioria, testadas em modelos experimentais utilizando tumores

transmissiveis ou transplantados como por exemplo, o tumor de Ehrlich.

2.3 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich € um adenocarcinoma mamario de camundongo fémea,
transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1906. Esse tumor transplantavel
pode se desenvolver tanto na forma sdélida (TES), quando as células sao inoculadas
no tecido subcutédneo, ou na forma ascitica (TEA), quando inoculado na cavidade
peritoneal (EHRLICH, 1906; GUERRA, 1983; DAGLI, GUERRA, SALDIVA, 1992).

Quanto a forma ascitica do tumor de Ehrlich, 0 exame macroscépico revela
que, apos 7 dias de implantagdo, ha presenga de grande quantidade de fluido
discretamente viscoso e com aspecto leitoso, decorrente de uma intensa resposta
inflamatdria local (FECCHIO et al., 1990). Apés o décimo dia de inoculagao
intraperitoneal do tumor, cerca de 90% das células peritoneais sdo células tumorais
(GUERRA, 1983; BERGAMINI-SANTOS, MARIANO, BARBUTO, 2004). Essa forma
possui um crescimento rapido e agressivo, levando o animal a morte por volta do 15°
dia apds o inéculo das células tumorais, o que varia de acordo com a linhagem do
camundongo e o numero de células implantadas (NASCIMENTO et al., 2006). Por
outro lado, o tumor na forma solida, neste mesmo periodo de evolugao, apresenta-se
como uma massa palpavel e de consisténcia firme. No exame histopatologico

caracteriza-se por apresentar um parénquima indiferenciado e estroma delicado. As
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células tumorais sao circulares e apresentam pouco citoplasma, nucleo central
redondo ou ovoide, com nucléolos e pleomorfismo celular evidentes; além disso,
figuras de mitose anormais sao frequentemente observadas (GUERRA, 1983).

O tumor de Ehrlich é capaz de se desenvolver em diferentes linhagens de
camundongos, uma vez que nao expressa moléculas de MHC de classe Il e devido a
sua baixa imunidade, esta neoplasia apresenta crescimento bastante agressivo,
proliferacao celular acelerada, invasao em tecidos adjacentes, e induz baixa resposta
de linfécitos T a mitdgenos e progressiva perda da atividade de células NK
(BERGAMINI-SANTOS, MARIANO, BARBUTO, 2004). Além disso, severas
alteracbes no sistema hematopoiético, tais como imunodepressdo, anemia,
trombocitopenia e leucocitose granulocito-dependente, sdo observadas no hospedeiro
portador do tumor (QUEIROZ et al., 2001). Estudos apontam que a supressao da
resposta imunolégica do tipo celular mediada por macréfagos (FECCHIO et al., 1990;
BINCOLETTO et al., 2005), linfécitos T (SEGURA, BARBERO, MARQUEZ, 1997,
2000) e células NK (VALADARES et al.,, 2006; SHEEJA & KUTTAN, 2007) é
consequéncia inevitavel da progressao tumoral. Estudos revelam varios mecanismos
responsaveis pela supressao imunoldgica induzida por esse tipo de tumor, incluindo
a regulagao negativa de fatores humorais (JUSTO et al., 2003; VALADARES, KLEIN,
QUEIROZ, 2004), a produgédo de citocinas imunossupressoras, e a indugéo de
macréfagos (MANTOVANI et al., 1992; ELGERT, ALLEVA, MULLINS, 1998) e células
T supressoras (UTSUMI et al., 1990).

No geral, esse tipo de tumor tem sido bastante empregado como um
modelo experimental que auxilia na compreensdo da resposta imunoloégica do
hospedeiro com cancer, bem como na avaliagdo da atividade e mecanismo de agao

de compostos, com perspectivas para o desenvolvimento de novos agentes
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quimioterapicos. Resultados encorajadores ja foram obtidos com o emprego desse
tumor no estudo da atividade antitumoral e imunorreguladora de diversos compostos,
incluindo o estudo com plantas medicinais (GUPTA et al., 2004; ISLAM et al., 2014;
SANTOS et al., 2016).

Sendo assim, considerando as inumeras vantagens do tumor de Ehrlich
(tempo curto de estudo, conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas das
células tumorais), este foi selecionado para realizagdo dos ensaios antitumorais in

vitro e in vivo desta tese.

2.4 Consideragoes sobre o género Croton e a espécie vegetal Croton triqueter

Lam.

O género Croton é o segundo maior da familia Euphorbiaceae com cerca
de 1.300 espécies entre arvores, arbustos, herbaceas e lianas com ampla distribuicao
neotropical, principalmente na América do Sul, Antilhas e México (BERRY et al.,
2005). No Brasil, este género é representado por cerca de 350 espécies na qual, um
total de 70 estdo localizadas na regido nordeste do pais (CARNEIRO-TORRES,
2009).

Espécies vegetais pertencentes a esse género, sao tradicionalmente
utilizadas para os mais variados fins terapéuticos, incluindo, tratamento de cancer,
constipagdo, diarreia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas, febre,
hipercolesterolemia, hipertensao, inflamagéao, vermes intestinais, malaria, dor, Ulceras
e obesidade (SALATINO, SALATINO, NEGRI, 2007). Sendo que varios desses usos
ja foram comprovados cientificamente como, atividades anti-inflamatéria e

antioxidante do Croton celtidifolius (NARDI et al., 2003), efeito leishmanicida,
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analgésico e hipoglicemiante de Croton cajucara (SILVA et al., 2001; CAMPOS et al.,
2002; ROSA et al., 2003), atividade antitumoral de Croton lechleri (ALONSO-CASTRO
et al., 2012), efeitos antimicrobiano e antimalarico Crofon kongensis (THONGTAN et
al., 2003), propriedades antinociceptiva e anti-inflamatéria de Croton malambo
(SUAREZ et al., 2003), atividades anti-inflamatéria, analgésica e antipirética de Croton
zambesicus (OKOKON & NWAFOR, 2010), atividade antiulcerogénica de Croton
campestres (JUNIOR et al., 2013), atividade citotoxica de Croton tiglium (ZHANG et
al., 2015) e atividade hipotensora de Croton eluteria (VIGOR et al., 2001).

Quanto a quimica, o género Crofon é bastante rico em metabdlitos
secundarios, principalmente alcaloides, flavonoides e terpenos que conferem muitas
propriedades terapéuticas das espécies vegetais desse género (PAYO HILL et al.,
2001; RANDAU et al., 2004). Além destes metabdlitos, muitas das espécies de Croton
produzem Oleos essenciais ricos em mono e sesquiterpenoides, como também
fenilpropanoides (PALMEIRA JR. et al., 2006).

Os terpenoides representam a classe de metabdlitos secundarios mais
dominante no género Croton, principalmente os diterpenos com esqueletos do tipo:
clerodanos (Croton lecheri, Croton oblongifolius), neoclerodanos (Croton urucurana,
Croton eluteria, Croton brasiliensis), cembranoides (Croton oblongifolius), halimanos
(Croton oblongifolius), cauranos (Croton tonkinensis), labdanos (Croton oblongifolius,
Croton zambesicus), traquilobanos (Croton zambesicus e Croton hovarum) e
sarcopetalanos (Croton sarcopetalus) (SALATINO, SALATINO, NEGRI, 2007). Em
relacdo aos alcaloides, destacam-se os do tipo tetrahidroprotoberbinicos,
benzilisoquinolinicos e aporfinicos (FARNSWORTH et al., 1969; SHAMMA et al.,
1972; CORDELL et al., 1981). Alcaloides derivados da glutarimida, como Julocrotina,

também ja foram isolados das espécies, Croton membranaceus Mull. Arg. (ABOAGYE
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et al., 2000), Croton cuneatus (SUAREZ et al., 2004) e Croton pullei var glabrior.
(BARBOSA et al., 2007). Sobre os flavonoides, estes sdo em sua maioria agliconas
de flavondis altamente metoxilados (BARRETO et al., 2013).

Todo esse conhecimento popular, farmacolégico e quimico produzido
acerca do género Croton, permitiu que espécies vegetais, como Croton cajucara e
Croton zehntneri, fossem incluidas na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) por apresentarem excelente potencial de gerar
produtos. No entanto, os potenciais quimico e farmacolégico de muitas outras
espécies do género ainda permanecem completamente inexplorados.

Croton triqueter Lam. é uma espécie vegetal neotropical com ampla
distribuicdo no sul dos Estados Unidos até o Uruguai (CORDEIRO, 1995). No Brasil,
€ encontrada nos estados do Para, Piaui, Maranhdo, Minas Gerais e Sdo Paulo.
Vulgarmente conhecida por velame, é utilizada na forma de p6 como antiulcerogénica,
antissifilitica, diurética, depurativa e estimulante (CORREA, 1984). E caracterizada por
apresentar porte pequeno, folhas simples, revestidas de tricomas que apresentam a
mesma abundancia adaxial e abaxial, com uma estrutura de venacéao do tipo pinada,
camptdédromo, braquidodromo, células epidérmicas irregulares do tipo paracitica,
mesofilo dorsiventral, cristais, células secretoras e estdmatos rubiaceos. No corte
transversal do mesdfilo é possivel observar que tanto a epiderme superior quanto a
inferior sdo unisseriadas e tabulares, o meséfilo € do tipo dorsiventral, formado por
uma camada de células ligeiramente compactas de parénquima palicadico e de 04 a
06 estratos de células de parénquima lacunoso (STARLING, 1993). Sao sinénimos de
Croton triqueter Lam., Julocroton phagedaenicus Mart., Julocroton triqueter (Lam.)

Baill, Julocroton triqueter (Lam.) Didr. (TROPICOS, 2014).
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Figura 5 — Exemplar florido de Croton triqueter Lam., cultivado no Horto Berta
Langes de Morretes, da Cidade Universitaria Dom Delgado — UFMA.
Fonte: SERRA (2006).

Croton triqueter Lam. tem sido objeto de estudos do Grupo de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Maranh&o, os quais tém explicado alguns dos
seus usos na medicina popular. Bezerra et al. (2006) demonstraram potente agao
leishmanicida (Leishmania amazonensis) do extrato hidroalcodlico das folhas com
Clso de 29,5 ug/mL. Pires (2012) comprovou que a fragao alcaloidica terciaria (FAL)
obtida a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Julocroton triqueter também é
capaz de induzir morte das formas promastigotas de Leishmania amazonensis (Clso
6,5 ug/mL), além de reduzir o numero de amastigotas internalizadas nos macroéfagos.
Nos testes in vivo, observou-se que a FAL foi capaz de reduzir a carga parasitaria na
lesdo dos camundongos infectados no coxim plantar com Leishmania amazonensis,
porém néo foi capaz de reduzir o numero de parasitos no baco.

Serra (2006) demonstrou atividade analgésica do extrato etandlico das

folhas de Croton triqueter Lam. Esses resultados indicaram que essa espécie vegetal
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apresenta atividade antinociceptiva, uma vez que foi capaz de reduzir a dor no modelo
quimico de nocicepgao de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético. Além
disso, esse mesmo extrato apresentou atividade anti-inflamatoéria, o que pdde ser
evidenciado pela redug&o da migragao leucocitaria para o sitio inflamatério no modelo
de peritonite e ainda foi capaz de inibir o edema de pata induzido por carragenina.
Como ja se tem bem estabelecido na literatura que processo inflamatoério crénico
contribui para carcinogénese em diferentes tipos de tumores (LIU et al., 2015) e que
compostos que exibem propriedades anti-inflamatérias podem, também, apresentar
atividade antitumoral, Serra (2009) decidiu avaliar a atividade antitumoral in vitro e in
vivo do EEJ, na qual este foi capaz de reduzir in vitro a viabilidade das células do
tumor de Ehrlich, e nos ensaios in vivo o EEJ reduziu o volume da ascite, 0 numero
de células tumorais totais e proporcionou um aumento no tempo meédio de sobrevida
dos camundongos portadores de tumor. Esses dados vistos em conjunto demonstram
uma forte associagao entre o efeito anti-inflamatério e antitumoral.

Lima et al. (2009) identificaram monoterpenos e sesquiterpenos (6xido
cariofileno, epdéxido humuleno, trans-cariofileno, a-humuleno) dos 6leos essenciais
das folhas e frutos de Julocroton triqueter. Esses resultados sao importantes do ponto
de vista farmacolégico, uma vez que a-humuleno e cariofileno sdo substancias anti-
inflamatorias (FERNANDES et al., 2007).

Moreira et al. (2013) demonstraram que o extrato hidroalcodlico das folhas
de Julocroton triqueter nao possui efeitos genotoxicos in vitro e in vivo. Esses
resultados sugeriram que esse extrato ndo causa danos no DNA nas concentragdes
e doses utilizadas normalmente para o tratamento da leishmaniose, no entanto, houve
uma diminuigao significativa na morte celular por apoptose e aumentou na morte

celular induzida por necrose. Neste trabalho, ainda, detectou-se a presenca
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abundante de triterpenos, saponinas, taninos hidrolisaveis e alcaloides, niveis
moderados de cumarinas e pequenas quantidades de flavanonas e flavonoides e
resinas, dados que corroboram com os resultados encontrados por Facundo (2003) e
Serra (2006).

Para além da avaliagao da eficacia terapéutica foi investigada a seguranca
e verificou-se que no teste de toxicidade aguda o EEJ (ip.) provocou o 6bito dos
animais tratados nas maiores doses (1500 e 2500 mg/kg) por paralisia do trem
posterior na primeira hora de observacdo, indicando DLsp para essa via de
administracao de 860 mg/kg para ambos 0s sexos e nos animais sobreviventes foram
observados aumento na concentracdo de fosfatase alcalina, ureia e creatinina,
indicando efeitos metabdlicos significativos deste extrato quando administrados por
essa via. Além disso, a analise histopatologica revelou algumas anormalidades em
orgaos vitais. Portanto, estes resultados indicaram que o EEJ tem impactos negativos
quando utilizado por via intraperitoneal (SERRA, 2009).

Dentre os animais tratados por via oral nas doses de 500, 1000, 2000, 3000
e 5000 mg/kg nao apresentaram de imediato nem durante o periodo de observagao
(14 dias) alteracbes clinicas. N&do houve oObitos no periodo do experimento nem
alteragbes anatomopatoldgicas foram observadas nos orgdos avaliados. Além do
mais, as diferencas entre os sexos nao influenciaram o resultado da toxicidade,
sugerindo que por essa via de administracdo o EEJ apresenta baixa ou nenhuma

toxicidade aguda (SERRA, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v

Avaliar os mecanismos imunolégicos envolvidos na atividade antitumoral da

espécie vegetal espécie vegetal Croton triqueter Lam.

3.2 Especificos

v

Investigar o potencial citotoxico in vitro do extrato etandlico das folhas de
Croton triqueter Lam. (EEJ) sobre células do tumor de Ehrlich e macrofagos
RAW 264.7;

Acompanhar a sobrevida e o desenvolvimento tumoral de camundongos
portadores do tumor ascitico de Ehrlich e tratados com o EEJ por via oral;
Avaliar os parametros hematolégicos de camundongos Swiss portadores ou
nao do tumor ascitico de Ehrlich e tratados com o EEJ por via oral;

Investigar o efeito do tratamento oral do EEJ sobre a celularidade dos érgéaos
linfoides de camundongos Swiss portadores ou ndo do tumor ascitico de
Ehrlich;

Avaliar o perfil imunofenotipico das células esplénicas de camundongos Swiss
inoculados com tumor de Ehrlich e tratados por via oral com o EEJ;

Avaliar o perfil de citocinas (IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a) na ascite e
no soro de camundongos Swiss portadores ou nao do tumor ascitico de Ehrlich
e tratados com o EEJ por via oral;

Avaliar a quantificagao da liberagcéo ex vivo de éxido nitrico (NO);

Investigar o efeito do EEJ sobre a ativagdo de macrofagos murinos RAW;

Investigar o efeito do EEJ sobre a polarizagdo de macréfagos RAW 264.7.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

As folhas de Croton triqueter Lam. foram coletadas de exemplar cultivado
no Horto Berta Langes de Morretes, da Cidade Universitaria Dom Delgado, da
Universidade Federal do Maranhao (UFMA), no Campus do Bacanga, no municipio
de Sao Luis, MA, Brasil (2° 33' 13"S e 44° 18' 19"0), no més fevereiro de 2014;
estacao chuvosa. O material botanico foi identificado pelo Prof. Dr. Eduardo B. de
Almeida Junior da UFMA, sendo uma exsicata depositada no Herbario MAR sob o

registro n°. 8675.

4.2 Processamento do material vegetal e Preparagao do extrato etanélico

As folhas de Croton triqueter Lam. (400 g) foram secas em estufa com
circulagao de ar a temperatura média de 35°C durante 96 horas. Apds a secagem e
completa estabilizagdo, o material foi pulverizado em moinho tipo facas, obtendo-se o
material vegetal seco e pulverizado das folhas (248,8 g) que foi submetido ao processo
extrativo por maceragcdo utilizando etanol P.A., empregando as relagdes de
hidromddulo (droga/solvente) 1:2 por 10 dias. Ao final do processo, o macerado foi
filtrado, concentrado em rotoevaporador a pressao reduzida e liofilizado, obtendo-se
o extrato etandlico das folhas de Croton triqueter Lam. (EEJ). O EEJ Foi
acondicionado em frasco ambar e conservado sob refrigeragdo. Posteriormente foi

avaliado utilizando-se métodos qualitativos e semi quantitativos que detectaram a
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presenca de saponinas, alcaloides, flavanonas, flavanondis, taninos hidrolisaveis,

triterpenos e cumarinas (MOREIRA, 2013).

4.3 Manutencao do tumor de Ehrlich

A manutencdo do tumor de Ehrlich é realizada no Laboratério de
Imunofisiologia do Departamento de Patologia da UFMA, por meio de transplantes
intraperitoneais (ip.) semanais das células neoplasicas (2x108/animal) em
camundongos Swiss sadios (BALA et al.,, 2010). Para obtencdo das células
neoplasicas, camundongos com aproximadamente sete dias de evolugdo do tumor
ascitico de Ehrlich foram eutanasiados com uma sobredose de anestésico (solugao
2:1, Ketamina 10% e Cloridrato de Xilasina 2%, IM). Apds a assepsia com alcool 70%
e excisao da parede abdominal, o fluido ascitico foi puncionado da cavidade peritoneal
e ressuspenso em solugdo tamponada de fosfato (PBS, pH 7,2). Em seguida, a
suspensao celular foi centrifugada (1200 rpm a 4°C, 10 minutos). Ao término da
centrifugacédo o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 5
mL de PBS. Para a determinagcdo da concentracdo de células tumorais presentes
nessa suspengao uma aliquota foi diluida, sendo realizada a contagem de células na
camara de Neubauer, e a viabilidade celular determinada pelo teste de exclusdo com
azul de Trypan. Em todos os protocolos foram empregadas somente as suspensodes

que apresentaram viabilidade superior a 95%.
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4.4 Manutencgao das células RAW 264.7

As células RAW 264.7 foram expandidas em frascos de cultura de 25 cm?
(Thermo Fisher Scientific) em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 2 mM de
L-glutamina (Sigma), 23 mM de L-asparagina (Sigma), 0,1 mM de acido piruvico
(Sigma), 1 mM de acido félico (Sigma), 1% de estreptomicina (100 ug/mL, Merck),
penicilina G (100 U/mL, Sigma) e 10% de soro fetal bovino (Sigma), a 37°C em estufa
contendo 5% de CO:2. Apds formagao de monocamada, ou seja, apds as mesmas
atingirem confluéncia, o meio RPMI das garrafas foi descartado, sendo os frascos
lavados duas vezes com 10 mL de PBS estéril, a fim de evitar que células mortas
fossem plaqueadas. Em seguida foram adicionados 2 mL de meio RPMI completo e
as células que permaneceram na superficie do frasco foram destacadas por meio de
raspagem com suporte plastico (Cell Scraper, Corning Glass Workers, New York,
USA). O meio contendo as células foi retirado e pipetado em um falcon de 15 mL
contendo previamente 1 mL de meio RPMI completo. Este foi centrifugado em 1200
rom a 4°C, 10 minutos. Apds centrifugagédo o sobrenadante foi descartado e 5 mL de
meio RPMI completo foram adicionados ao tubo falcon.

A contagem global de células foi efetuada na camara de Neubauer em
solucdo de azul de Trypan para avaliagdo da viabilidade celular. Em todos os
protocolos foram empregadas somente as suspensdes que apresentaram viabilidade

superior a 95%.
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4.5 Ensaio de citotoxicidade in vitro

451 Tumor de Ehrlich

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o ensaio colorimétrico
baseado no sal de tetrazolio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio) (MOSMANN, 1983). O principio deste método consiste em medir
indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das células
vivas. Para isso, a ascite tumoral coletada foi diluida em PBS e centrifugada (1200
rom a 4°C, 10 minutos). Ao término da centrifugacao o sobrenadante foi descartado e
o botao celular foi homogeneizado em 5 mL de meio RPMI completo. Apés a avaliagao
da viabilidade celular, as células tumorais foram cultivadas em meio RPMI completo
em placas de 96 pocos e fundo chato, a uma concentragdo de 2x108/mL e tratadas
com diferentes concentragbes do EEJ (62,5, 125, 250 e 500 ug/mL). Vinte e quatro
horas mais tarde foram adicionados aos pocos de cultivo celular, 10 yL de MTT na
concentragédo de 5 mg/mL, e apds 3 h de incubagédo com o MTT foram acrescentados
100 puL SDS a 20% diluido em HCL/0,01N. A quantificacdo da densidade 6ptica (DO)
foi medida a 540 nm em um espectrofotdmetro (Molecular Devices, SpectraMax® Plus
384). Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular, e esta
foi calculada a partir da seguinte formula: [% Viabilidade = (Absorbancia do
Tratamento/Absorbéncia do controle negativo) x 100] (PORTO, 2012). Todos os
dados obtidos foram comparados com o grupo controle negativo constituido apenas

de meio e células tumorais.
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4.5.2 Macrofagos RAW 264.7

As células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pogos e fundo
chato a uma concentragédo de 2x10%animal e incubadas 24 horas em meio RPMI a
37°C com atmosfera contendo 5% de CO2. Apds esse periodo inicial de incubagao,
as células aderentes foram tratadas com diferentes concentragées do EEJ (62,5, 125,
250 e 500 ug/mL). Vinte e quatro horas mais tarde foram adicionados aos pocos de
cultivo celular, 10 yL de MTT na concentragao de 5 mg/mL, e apés 3 h de incubacao
com o MTT foram acrescentados 100 uL SDS a 20% diluido em HCL/0,01N. A
quantificagao da densidade 6ptica (DO) foi medida a 540 nm em um espectrofotdmetro
(Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384). Os resultados foram expressos em
porcentagem de viabilidade celular, e esta foi calculada a partir da seguinte férmula:
% Viabilidade = (Absorbéancia do Tratamento/Absorbancia do controle negativo) x 100.
Todos os dados obtidos foram comparados com o grupo controle negativo constituido

apenas de meio RPMI completo e macréfagos.

4.6 Avaliacao da atividade antitumoral do EEJ in vivo

4.6.1 Animais

Camundongos Swiss, adultos (+ 60 dias, 30 £ 5 g), machos provenientes
do Biotério Central da UFMA foram agrupados em gaiolas de poliacrilico (38 x 23 x 10
cm, 05 animais/gaiola) e mantidos em condi¢gdes padrao de laboratério (25 + 2°C, em
ciclo claro/escuro de 12 horas). Eles tiveram livre acesso ao padrao de dieta pellet

seco € agua ad libitum. Os camundongos foram aclimatizados as condigcbes
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laboratoriais durante 07 dias antes do inicio dos experimentos. Todos os
procedimentos descritos foram aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal do Maranhdao (CEUA/UFMA n° 012975/2008-43).

4.6.2 Delineamento experimental

Os animais foram separados em 12 grupos (n=5/grupo), conforme descrito

na Figura 6.
Sem tumor ‘ Sem tumor ‘
Controle Com tumor (sacrificio) ‘ ’ EEJ 250 mg/kg Com tumor (sacrificio) ‘
Com tumor (sobrevida) ‘ Com tumor (sobrevida) ‘
Sem tumor ‘ Sem tumor ‘
EEJ 125 mg/kg Com tumor (sacrificio) ‘ ’ EEJ 500 mg/kg Com tumor (sacrificio) ‘
Com tumor (sobrevida) ‘ Com tumor (sobrevida) ‘

Figura 6 — Divisdo dos grupos experimentais.

Para avaliacao da atividade antitumoral, os animais foram inoculados com
2x10%/animal, ip., de células do tumor de Ehrlich e tratados com o EEJ nas doses de
125, 250 e 500 mg/kg, por via oral (v.0.) nos dias 3, 5, 7 e 9 apds indculo do tumor. O
grupo controle recebeu 0,2 mL de PBS, v.o. (Figura 7). O efeito do EEJ sobre o
desenvolvimento tumoral foi avaliado dez dias ap6s o indculo das células tumorais,
quando os animais foram eutanasiados com uma sobredose de anestésico (solucao
2:1, Ketamina 10% e Cloridrato de Xilasina 20%, IM). A ascite tumoral foi colhida e o

volume quantificado. Uma aliquota do liquido ascitico foi retirada e apds diluicdo em
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PBS e azul de Trypan foi feita a quantificagdo do numero de células tumorais (SERRA,

2009).

Implantagao do

Tumor de Ehrlich Tratamento (v.0.) Sacrificio
| | | | —
Dias
0 3 5 7 9 10

Figura 7 — Protocolo de tratamento no modelo do Tumor de Ehrlich.

A outra metade dos animais inoculados com tumor foi mantida viva, com
comida e agua ad libitum, para avaliacdo da sobrevida. O efeito do EEJ sobre a
sobrevida de animais portadores do tumor de Ehrlich foi avaliado com base na
mediana do tempo de sobrevida (MST) e aumento da expectativa de vida (% ILS). A
MST e ILS (%) foram calculadas a partir dos dados da mortalidade no periodo de
observagao. O aumento da expectativa de vida foi calculado usando-se a equacao:
ILS%= (MST grupo tratado/MST grupo controle) — 1 x 100 (GUPTA et al., 2004). Os
animais nao inoculados com o tumor de Ehrlich obedeceram ao mesmo esquema

terapéutico.

4.6.3 Avaliagcdo dos parametros hematoldgicos

Para determinar os parametros hematolégicos, 100 uL de sangue foram
recolhidos pelo plexo orbital no décimo dia apos indculo do tumor. O sangue foi
armazenado em tubos de 1,5 mL contendo como anticoagulante o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). As analises foram realizadas utilizando-se

analisador hematolégico automatico (Poch-100iV Diff, Sysmex Corp). Foram
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avaliados os seguintes parametros: numero de plaquetas, leucdcitos e hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM).

A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada através de esfregaco
sanguineo, corado com o kit panético rapido (Laborclin), analisado em microscépio

optico comum (Olympus CX40) sob aumento de 1.000X.

4.6.4 Obtencao e quantificacdo das células dos 6rgaos linfoides

Apds a eutanasia, fémur, bago e trés linfonodos mesentéricos foram
retirados. O fémur foi perfundido com 1 mL de PBS para obtengao de células da
medula éssea. O bacgo foi triturado com 5 mL de PBS com auxilio de tamis. Os
linfonodos mesentéricos foram triturados com 1 mL de PBS. Nove partes da
suspensao celular foram adicionadas a uma parte de solugéo de cristal violeta (0,05%
dissolvido em acido acético a 30%). As células foram contadas utilizando-se camara
de Neubauer com auxilio de microscopio 6ptico comum (Olympus CX40) sob aumento
de 400X. ApoOs a contagem e ajuste das células do bago, uma parte da suspensao
celular foi submetida a cultura para avaliagédo da producdo de NO e outra parte foi

utilizada para realizagado de imunofenotipagem por citometria de fluxo.

4.6.5 Determinagédo da produgao de oxido nitrico

A produgéao de 6xido nitrico foi determinada ex vivo a partir da medida de

nitritos nos sobrenadantes da cultura de células do bacgo estimuladas ou ndo com
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células do tumor de Ehrlich, segundo ensaio descrito por Ding, Nathan, Stuehr (1988).
Aliquotas de 100 uL da suspensido de células do baco, na concentracido de
2x10%/animal de meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado como descrito
anteriormente, foram transferidas para placa de 96 pocos de fundo chato em
quadruplicata e em dois pogos de cada quadruplicata foram adicionadas células
tumorais na proporg¢ao 1:10, como estimulo in vitro. As células foram cultivadas em
placas por 48 h, a 37°C, em estufa contendo 5% de COz. Ao final desse periodo foram
transferidos 50 uL dos sobrenadantes para outra placa aos quais foram adicionados
50 pyL de reagente de Griess (1% de sulfanilamida/0,1% de dihidrocloreto de
naftileno/2,5% de &acido orto-fosférico), a temperatura ambiente, por 10 min. A
absorbancia foi determinada em um espectrofotdmetro (Molecular Devices,
SpectraMax® Plus 384), com filtro de 540 nm, com branco constituido por meio RPMI
mais reagente de Griess. Os resultados obtidos em densidade Optica foram
transformados em pM de NO:., mediante equacao de regressao linear com base em
uma curva padrao feita com concentragdes conhecidas de nitrito de sddio (5, 10, 30 e

60 uM de NO2.).

4.6.6 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas pelo método Cytometric Bead Array

(CBA)

Para a quantificacdo das citocinas IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-12 e da
quimiocina MCP-1 foi utilizada a técnica de CBA, ensaio citométrico de esferas
ordenadas. Todos os reagentes utilizados foram provenientes do Kit mouse

inflammation cytokine Kit (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA).
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A ascite e o soro foram centrifugados a 1500 rcf por 10 minutos a
temperatura ambiente para precipitagao de debris. Em cada poc¢o da placa de 96
pocos, fundo U, foram adicionados 25 uL da amostra padrao fornecida pelo fabricante
ou das amostras a serem testadas. Em seguida receberam 25 yL de cada reagente
“cytokine beads” para marcar a produgdo de cada citocina e 25 yL de anticorpo
conjugado ao fluorocromo PE. Os pogos foram homogeneizados e incubados a
temperatura ambiente por 3 horas protegidos da luz. Apds o periodo de incubagéao, as
amostras foram ressuspensas com 300 uL de solugdo tampao. A placa foi
centrifugada por 10 minutos a 453 rcf e o sobrenadante foi descartado. As amostras
foram, entdo, ressuspensas em 150 uL de tampao de lavagem para leitura por
citometria de fluxo utilizando-se o aparelho FACSCalibur (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, USA). Apos a leitura dos padroes e das amostras, os
dados foram analisados no software FCAP ARRAY Versao 3.0 (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, USA), onde os valores foram expressos em pg/mL para

cada citocina.

4.6.7 Caracteristicas fenotipicas de células do baco por citometria de fluxo

Para avaliagdo fenotipica, as células do bago (1x108/mL) foram
ressuspensas em 100 uL de PBS e transferidas para uma placa de fundo redondo,
marcadas com os anticorpos especificos e incubadas a 4°C por 15 minutos. Foram
montados 4 painéis de marcagdo com o0s seguintes anticorpos monoclonais
conjugados com fluorocromos: anti-CD3 e anti-Ly6C, conjugados com FITC; anti-
CD28, anti-IA-IE e anti-CD49b, conjugados com PE, e anti-CD4, anti-CD8 e anti-

NK1.1 conjugados com PerCP; anti-CD86 conjugado com PE-Cy7 (BD Biosciences-
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Pharmingen) (Quadro 1). Para calibracdo do citdmetro, foi realizado um “pool” de
células, que foram utilizadas no controle branco (sem anticorpo conjugado) e trés
controles positivos 1, 2 e 3 (marcados com um anticorpo conjugado com fluorocromo
da molécula mais expressa para seu canal correspondente). As amostras foram
adquiridas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences, San
Jose, CA, USA) e os dados analisados com o programa FlowJo-vX (TreeStar).

Quadro 1. Painéis para marcagao das células do bago.

FITC CD3 CD3  LysC  CD3
PE CD28 CD28 IAJE  CD49b

PerCP CD4 CD8 - NK1.1

PE-Cy7 - - CD86 -

A estratégia de analise da imunofenotipagem das células do bago para
cada painel se deu da seguinte maneira: inicialmente, foi feita a selegcao da regiao
contendo as células de interesse, caracteristica dos linfocitos no grafico baseado em
granulosidade (SSC) versus complexidade (FSC). Em seguida, para analise dos
linfécitos T selecionou-se a regido positiva para CD3 nos parametros FSC versus CD3
(canal 1). Subsequentemente, os linfécitos T foram subdivididos em populagdes
majoritarias, selecionando os parametros e as regides positivas em FSC versus CD4
(canal 3) para linfécitos T auxiliares (CD3*/CD4%) e FSC versus CD8 (canal 3) para
linfécitos T citotoxicos (CD3*/CD8*). Para avaliagdo dos linfécitos T auxiliares
(CD3*/CD4*/CD28*) e citotéxicos (CD3*/CD4*/CD28") ativados foi selecionada a
regido positiva para o CD28 nos parametros FSC versus CD28" (Figura 8). Em cada
populagao de linfocitos o valor relativo, absoluto (referente ao numero total de células
do bago) e a média da intensidade de fluorescéncia da expressdo dos marcadores

especificos foram definidos.
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Figura 8 — Estratégia de analise para identificagdo dos linfocitos T. As células do bago foram obtidas
de camundongos Swiss. As células foram marcadas com anticorpos especificos para linfécitos T e suas
subpopulagdes. Inicialmente, foi feita a selegdo da regido contendo as células de interesse,
caracteristica dos linfocitos no grafico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (A).
Em seguida, para analise dos linfécitos T selecionou-se a regidao positiva para CD3 nos parametros
FSC versus CD3 (B). Subsequentemente, os linfécitos T foram subdivididos em populagbes
majoritarias, selecionando os parametros e as regides positivas em FSC versus CD4 (C) para linfécitos
T auxiliares (CD3*/CD4*) e FSC versus CD8 (E) para linfécitos T citotéxicos (CD3*/CD8*). Para
avaliagdo dos linfécitos T auxiliares (CD3*/CD4*/CD28") e citotdxicos (CD3*/CD4*/CD28*) ativados foi
selecionada a regido positiva para o CD28 nos parametros FSC versus CD28* (D/F). Em cada
populacdo de linfécitos o valor relativo, absoluto (referente ao niumero total de células do bago) e a
média da intensidade de fluorescéncia da expressao dos marcadores especificos foram definidos.
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Para analise dos macrdéfagos, foi feita a selecdo da regido contendo as
células de interesse no grafico baseado em SSC versus FSC, em seguida selecionou-
se a regido positiva nos parametros FSC versus IA-IE (canal 2). Posteriormente, foi
selecionado os parametros FSC versus Ly6C (canal 1). Subsequentemente foram
analisados os parametros FSC versus CD86 (canal 3) (Figura 9). Na populagao de
macrofagos o valor relativo, absoluto (referente ao numero total de células do bago) e
a média da intensidade de fluorescéncia da expressao dos marcadores especificos

foram definidos.
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Figura 9 — Estratégia de analise para identificagdo dos macréfagos do bago de camundongos. As
células do bago foram obtidas de camundongos Swiss. As células foram marcadas com anticorpos
especificos para células apresentadoras de antigenos. Para analise dos macrofagos, foi feita a selegao
da regido contendo as células de interesse no grafico baseado em granulosidade (SSC) versus
tamanho (FSC) (A), em seguida selecionou-se a regido positiva nos parametros FSC versus IA-IE (B).
Posteriormente, foi selecionado os parémetros FSC versus Ly6C (C). Subsequentemente foram
analisados os parametros FSC versus CD86 (D). Na populagdo de macréfagos o valor relativo, absoluto
(referente ao numero total de células do bago) e a média da intensidade de fluorescéncia da expressao
dos marcadores especificos foram definidos.
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Para analise das células NK e NKT, foi feita a selecédo da regido negativa e
positiva para CD3", respectivamente no histograma baseado em CD3 (canal 1) nos
parametros morfolégicos iniciais (SSC versus FSC). Seguindo a analise para as
células positivas para CD49b e NK1.1. Onde as células NK sdo as células CD3"
CD49b*NK1.1* e as células NKT as células CD3*CD49b*NK1.1* (Figuras 10 e 11).
Nas populacdes de células NK e NKT o valor relativo, absoluto (referente ao nimero
total de células do bago) e a média da intensidade de fluorescéncia da expressao dos

marcadores especificos foram definidos.

A B
500 | lcoaFme CD3FITC+ D BRANCO
_ i CONTROLE
I 600 ™
o = 2.0k 125 mg/kg
i =
r ] = | .
. 400 (o] L] 250 mg'kg
1) |4 20K 7]
o 1 |:| 500 mg/kg
200 10K 7] H.
|
L’
o o e
[1} 200 400 600 800 10 101 10 10 10
FSC - HEIGHT CD3-FITC
C D
1 cpa-cpagp- CD3-CD49b+ 1 CD3-CD49b+NK1.1-

4,0K T CD3-CD49b+NK1 1+

CD49b-FPE NK1.1-PerCP

Figura 10 — Estratégia de analise para identificagdo de células NK do bago de camundongos. As células
do baco foram obtidas de camundongos Swiss. As células foram marcadas com anticorpos especificos
para células NK. Para analise das células NK foi feita a selecdo da regido negativa para CD3 no
histograma baseado em CD3 (canal 1) (B), de acordo com os paradmetros morfoldgicos iniciais (SSC
versus FSC) (A). Em seguida, foi feita a andlise para as células positivas para CD49b (C) e NK1.1 (D).
Na populacéo de células NK os valores relativo e absoluto (referentes ao niumero total de células do
baco) e a média da intensidade de fluorescéncia da expressao dos marcadores especificos foram
definidos.
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Figura 11 — Estratégia de analise para identificacdo de células NKT do bago de camundongos. As
células do bago foram obtidas de camundongos Swiss. As células foram marcadas com anticorpos
especificos para células. Para analise das células NKT foi feita a selegdo da regido positiva para CD*
no histograma baseado em CD3 (B), de acordo com os parametros morfoldgicos iniciais (SSC versus
FSC) (A). Em seguida, foi feita a analise para as células positivas para CD49b (C) e NK1.1 (D). Na
populacao de células NKT os valores relativos e absoluto (referente ao numero total de células do bago)
e a média da intensidade de fluorescéncia da expressao dos marcadores especificos foram definidos.
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4.7 Efeito do EEJ em macréfagos RAW 264.7 estimulados ou ndao com LPS

4.7.1 Plaqueamento e tratamento

Células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 48 pogcos a uma
concentragdo de 1x10%/mL e incubadas 24 horas a 37°C e 5% de CO2 em meio RPMI
1640 (Sigma) suplementado como descrito anteriormente, em quadruplicata. Apos
esse periodo de incubagdo, as células aderentes foram tratadas ou ndo com
diferentes concentragdes do EEJ (125, 250 e 500 pg/mL) e em dois pogos da
quadruplicata foi adicionado LPS de Salmonella typhosa (67H4045 Sigma®) a uma

concentragao de 10 pg/mL como estimulo in vitro.

4.7.2 Quantificagcdo de NO, citocinas e quimiocinas do sobrenadante de cultura

células RAW pelo método CBA

Apds 48 horas do tratamento, os sobrenadantes foram coletados para a
determinagao de NO, citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-12) e da quimiocina
MCP-1. Para determinagcdo do NO, citocinas e quimiocinas, foram seguidos os

protocolos ja descritos nos itens 4.6.5 e 4.6.6, respectivamente.

4.7.3 Caracteristicas fenotipicas de células de cultura RAW 264.7

Para determinacao do perfil fenotipico das células cultivadas no item 4.7.1,

as células foram removidas das placas de cultura através da incubagao com a solugao

de PBS com 10 mM de EDTA por 10 minutos a 4°C. Apods esse periodo, as células
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foram lavadas com PBS e transferidas para uma placa de fundo redondo, marcadas
com os anticorpos especificos e incubadas a 4°C por 15 minutos. Foi montado um
painel de marcagdo com o0s seguintes anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos: anti-CD14 conjugado com FITC; anti-lA-IE, conjugado com PE e anti-
CD86 conjugado com PE-Cy7 (BD Biosciences-Pharmingen). Para calibragdo do
citdmetro, foi realizado um pool de células, que foram utilizadas no controle branco
(sem anticorpo conjugado) e trés controles positivos 1, 2 e 3 (marcados com um
anticorpo conjugado com fluorocromo da molécula mais expressa para seu canal
correspondente). As amostras foram adquiridas em citémetro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) e os dados analisados com o
programa FlowJo-vX (TreeStar).

A estratégia de analise da imunofenotipagem se deu da seguinte maneira:
inicialmente, foi feita a sele¢ao da regido contendo as células de interesse no grafico
baseado em SSC versus FSC. Em seguida, foi feita a analise simples dos marcadores
CD14, IA-IE e CD86, selecionando-se a regido positiva no histograma para o CD14
(canal 1), FSC versus IA-IE (canal 2) e FSC versus CD86 (canal 3), respectivamente
(Figura 12). Nas regi6es positivas de cada marcador o valor relativo e a média da

intensidade de fluorescéncia foram definidos.
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Figura 12 — Estratégia de analise para identificagcdo dos macrofagos RAW 264.7. As células foram
cultivadas em placas de 48 pogos a uma concentragao de 5x10%500 uL, em quadruplicada, e incubadas
48h a 37°C e 5% de CO:2 na presenca ou auséncia do EEJ (62,5, 125, 250 e 500 pg/mL) e em dois
pocos da duplicata foi adicionado LPS (10 pg/mL). As células foram marcadas com anticorpos
especificos para macréfagos. Para analise dos macrofagos, foi feita a selegdo da regido contendo as
células de interesse no grafico baseado em SSC versus FSC (A). Em seguida, foi feita a analise simples
dos marcadores CD14, IA-IE e CD86, selecionando-se a regiao positiva no histograma para o CD14
(canal 1) (B), FSC versus IA-IE (canal 2) (C) e FSC versus CD86 (canal 3) (D), respectivamente. Nas
regides positivas de cada marcador o valor relativo e a média da intensidade de fluorescéncia foram
definidos.

4.8 Efeito do EEJ sobre a polarizagao de macréfagos RAW 264.7

As células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 48 pocgos e fundo
chato a uma concentracdo de 5x105/500 uL e incubadas 24 horas em meio RPMI a
37°C com atmosfera contendo 5% de CO2. Apds esse periodo inicial de incubagéo,

induziu-se a polarizacdo dos macréfagos da seguinte forma: Para macrofagos M1
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foram utilizados LPS (200 ng/mL) (Sigma) e IFN-y (10 ng/mL) (Preprotec) e para
macrofagos M2 foram utilizadas as citocinas IL-4 (40 ng/mL) (Preprotec) e IL-13 (20
ng/mL) (Preprotec). Como controle, os macréfagos foram cultivados em meio RPMI
completo para manter estado de M0. Logo em seguida, as células foram tratadas com
o EEJ (500 ug/mL). Apds 24 horas, o sobrenadante foi coletado para a determinagao
de NO e uma aliquota foi armazenada em freezer (-80°C) para posterior dosagem de
citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-12) e da quimiocina MCP-1.

Para determinacdo das caracteristicas fenotipicas desses macréfagos
apos tratamento com o EEJ, as células foram removidas do fundo do pogo das placas
de cultura através da incubagao com a solugao de PBS com 10 mM de EDTA por 10
minutos a 4°C. Apds esse periodo, as células foram lavadas com PBS e transferidas
para uma placa de fundo redondo, marcadas com os anticorpos especificos e
incubadas a 4°C por 15 minutos. Foi montado um painel de marcagdo com os
seguintes anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-IA-IE,
conjugado com PE e anti-CD86 conjugado com PE-Cy7 (BD Biosciences-
Pharmingen). Para calibragdo do citémetro, foi realizado um pool de células, que
foram utilizadas no controle branco (sem anticorpo conjugado) e dois controles
positivos 2 e 3 (marcados com um anticorpo conjugado com fluorocromo da molécula
mais expressa para seu canal correspondente). As amostras foram adquiridas em
citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA)
e os dados analisados com o programa FlowJo-vX (TreeStar).

A estratégia de analise da imunofenotipagem se deu da seguinte maneira.
Inicialmente, foi feita a selecao da regido contendo as células de interesse no grafico
baseado em SSC versus FSC. Em seguida, foi feita a analise simples dos marcadores

IA-IE e CD86, selecionando-se a regidao positiva nos parametros FSC versus IA-IE
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(canal 2) e FSC versus CD86 (canal 3), respectivamente (Figura 13). Nas regides
positivas de cada marcador o valor relativo e a média da intensidade de fluorescéncia

foram definidos.
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Figura 13 — Estratégia de analise para identificacdo dos macréfagos RAW 264.7 polarizados para o
perfil M1 e M2 e tratados com o EEJ. As células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 48 pogos e
fundo chato a uma concentragéo de 5x10°%/500 WL e incubadas 24 horas em meio RPMI a 37°C com
atmosfera contendo 5% de CO2. Apds esse periodo inicial de incubacgao, induziu-se a polarizagdo dos
macréfagos da seguinte forma: Para macréfagos M1 foram utilizados LPS (200 ng/mL) e IFN-y (10
ng/mL) e para macrofagos M2 foram utilizadas as citocinas IL-4 (40 ng/mL) e IL-13 (20 ng/mL). Como
controle, os macrofagos foram cultivados em meio RPMI completo para manter estado de MO. Logo em
seguida, as células foram tratadas com diferentes concentragdes do EEJ (125, 250 e 500 ug/mL) por
24 horas. Para analise dos macréfagos, foi feita a sele¢do da regido contendo as células de interesse
no grafico baseado em SSC versus FSC (A). Em seguida, foi feita a andlise simples dos marcadores
IA-IE e CD86, selecionando-se a regido positiva nos parametros FSC versus IA-IE (canal 2) (B) e FSC
versus CD86 (canal 3) (C), respectivamente. Nas regides positivas de cada marcador o valor relativo e
a média da intensidade de fluorescéncia foram definidos.
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4.9 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com software Graph Pad Prism,
versao 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A normalidade foi avaliada pelo
teste D’Agostino-Pearson. Para dados paramétricos, foi utilizado o Teste t de Student;
para os nao-paramétricos, Mann-Whitney, sendo para ambos o nivel de significancia
p <0,05. A avaliagao da sobrevida foi realizada pelo teste de Log-Rank. Os resultados
foram expressos como média £ erro padrao das médias (e.p.m.) (SOKAL & ROHLF,

1996).
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio de citotoxicidade

5.1.1 Efeito citotdxico do EEJ sobre as células do tumor de Ehrlich

Os resultados obtidos demonstraram que o EEJ nas concentracdes de 62,5
a 500 pg/mL apresentaram citotoxicidade sobre as células do carcinoma de Ehrlich,
sendo que a concentragao de 500 pug/mL reduziu em 47% a viabilidade das células

tumorais (Figura 14). O EEJ apresentou Clso de 3,1 pg/mL.

Viabilidade Celular (%)
3
*

CTRL 625 125 250 500

EEJ (ug/mL)

Figura 14 — Efeito do EEJ sobre a viabilidade das células do tumor de Ehrlich. As células do tumor de
Ehrlich foram incubadas com diferentes concentra¢des do EEJ (62,5, 125, 250 e 500 pg/mL) durante
24 h. A atividade citotoxica foi determinada pelo método de redugdo do MTT. Os resultados séo
apresentados como média + erro padrao das médias de dois experimentos realizados em sextuplicata.
* (p<0,05) em comparacgao ao grupo controle, e (p<0,05) em comparagéo aos grupos tratados com as
concentragoes de 62,5, 125 e 250 ug/mL, Mann-Whitney.
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5.1.2 Efeito citotoxico do EEJ sobre as células RAW 264.7

Os resultados da viabilidade celular mostraram que o EEJ nas
concentragdes de 62,5 a 250 uyg/mL ndo apresentaram citotoxicidade em cultura de
macrofagos RAW 264.7. Entretanto, a concentracdo de 500 pg/mL reduziu a

viabilidade em 20,4% (Figura 15).
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Figura 15 — Avaliagéo da citotoxicidade do EEJ sobre a linhagem das células RAW 264.7. As células
RAW 264.7 foram incubadas na presenga ou auséncia de EEJ (62,5, 125, 250 e 500 pg/mL) durante
24 h. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT. Os resultados sdo apresentados como
média + erro padrdo das médias de dois experimentos realizados em sextuplicata. * (p<0,05) em
comparagao ao grupo controle, e (p<0,05) em comparagao aos grupos tratados com as concentragdes
de 62,5, 125 e 250 yg/mL, Mann-Whitney.

5.2 Efeito antitumoral in vivo do EEJ

5.2.1 Efeito do EEJ sobre a sobrevida de animais portadores do TAE

Todos os animais do grupo controle morreram até o 19° dia apds inéculo
do tumor, enquanto que, o tratamento com o EEJ nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg
aumentou a sobrevida dos animais portadores de tumor para 22, 24 e 27 dias,

respectivamente.
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O tratamento com EEJ foi capaz de aumentar a expectativa de vida dos
camundongos portadores de tumor em 46,1% na dose de 125 mg/kg, 69,2% na dose

de 250 mg/kg e em 92,3% na dose de 500 mg/kg (Figura 16).

A
-o— Controle (PBS, v.0.)
-&- EEJ 125 mg/kg (v.0.)
X -=- EEJ 250 mg/kg (v.0.)
S -¥-- EEJ 500 mg/kg (v.0.)
>
o
o
o
n
Dias
B
A EEJ (mg/kg)
Parametro Controle 125 250 500
MST (dias) 13 19* 22* 25*
ILS (%) - 46,1 69,2 92,3

Figura 16 — Aumento da expectativa de vida (% ILS) de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich
(TAE) e tratados com o EEJ. Os animais foram tratados nos dias 3, 5, 7 e 9 apds inéculo do tumor
(2x10%animal) com o EEJ (125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) ou PBS (controle, v.0.). Os animais foram
observados 2x/dia. * (p<0,05) em comparagé&o ao grupo controle, teste de Log-rank.

5.2.2 Efeitos do EEJ sobre o desenvolvimento do TAE

O tratamento com EEJ na dose de 500 mg/kg diminuiu o0 peso dos animais,
circunferéncia abdominal, volume total do fluido ascitico e o numero de células
tumorais totais na ascite, quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, a
dose de 250 mg/kg reduziu a circunferéncia abdominal e o numero de células tumorais
totais, enquanto que a dose de 125 mg/kg reduziu apenas o numero de células

tumorais totais presentes na cavidade peritoneal (Figura 17).
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Figura 17 — Efeito do tratamento com EEJ sobre o peso dos animais (A), circunferéncia abdominal (B),
volume total da ascite (C) e numero de células tumorais totais na ascite (D). Os animais foram tratados
com EEJ (125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) ou PBS (controle, v.0.) nos dias 3, 5, 7 e 9 apds indculo
(2x10%animal, ip.) do tumor de Ehrlich. Os animais foram sacrificados no décimo dia. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo das médias de dois experimentos realizados
independentes. (n=05/grupo). * (p<0,05) em comparagéo ao grupo controle, o (p<0,05) em comparagao
ao grupo tratado com a dose de 125 mg/kg, e (p<0,05) em comparagéo aos grupos tratados com as
doses de 125 e 250 mg/kg, Mann-Whitney.

5.2.3 Efeitos do EEJ sobre os parametros hematolégicos dos animais portadores

ou ndo de TAE

Os dados referentes ao perfil hematolégico dos camundongos sadios e
tratados com EEJ nas doses de 125, 250, 500 mg/kg ou PBS, v.o. estdo descritos na
Tabela 2. O EEJ nado induziu qualquer mudanca significativa nos parametros

hematologicos, como a contagem total de leucdcitos, contagem total de eritrocitos,
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hemoglobina, hematocrito, indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) e contagem

de plaquetas, quando comparado com o grupo controle.

Tabela 2 — Parametros hematoldgicos de camundongos sadios e tratados nos dias 3, 5, 7 e 9 com EEJ,
nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, v.0. ou PBS (controle, v.0.). Os animais foram sacrificados no
décimo dia.

EEJ (mg/kg)

Parémetros CTRL 125 250 500
Leucdcitos (x 10%/uL) 7,4+0,9° 69+14 49+1,2 70+£1,2
Hemacias (x 10%/uL) 92+04 10,8 +1,3 10,4 +0,7 9,9+0,8
Hemoglobina (g/dL) 13,2+0/4 14,6 £1,7 14,5+1,0 13,111

Hematécrito (%) 46,7 £ 1,2 53,0+6,6 53,0+ 3,9 48,6 £5,2
VCM (fL) 51,7+£0,6 49,0+0,8 50,7 £0,9 48,8+ 1,5
HCM (pg) 14,3+ 0,1 13,5+0,2 13,9+0,1 13,2+0,2

CHCM (g/dL) 27,9+0,2 27,6 10,2 27,3+0,3 27,2+0,8

Plaquetas (x 10%/uL) 1846,0 £ 16,4 2026,0 + 167,4 2021,0 + 106,4 1865 + 158,3
@ Os valores representam média £ e.p.m. (n=05/grupo).

De forma semelhante, os animais inoculados com tumor de Ehrlich e
tratados com EEJ com as trés doses nao apresentaram nenhuma alteragcdo nos

mesmos parametros hematoldgicos analisados (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros hematoldgicos de camundongos com tumor de Ehrlich e tratados nos dias 3, 5,
7 e 9 apos indculo (2x10%animal, ip.) com EEJ, nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, v.o. ou PBS
(controle, v.0.). Os animais foram sacrificados no décimo dia.

Parametros CTRL

EEJ (mg/kg)

125 250 500
Leucdcitos (x 10%/uL) 13,7+7,1° 16,5+3,9 17,6 £13,8 16,1+5,5
Hemacias (x 108/uL) 95+1,6 9,6+1,3 95+14 10,5+0,8
Hemoglobina (g/dL) 13,0+ 2,2 13,2+1,8 13,0+1,9 14,3+1,0
Hematécrito (%) 46,9+ 8,4 471+7,0 46,3+7,5 51,3+3,3
VCM (fL) 49,4 +1,2 491+11 48,5+ 1,2 489+1,3
HCM (pg) 13,7104 13,8+0,2 13,6 £0,2 13,8104
CHCM (g/dL) 27,7+0,9 28,0+0,9 28,0+0,8 279+0,8

Plaquetas (x 10%uL)  2202,0 +580,4 2397,0 + 165,3  1655,0 + 350,3 2185,0 + 234,8
@ Os valores representam média = e.p.m. (n=05/grupo).

Em relagao a contagem diferencial dos leucdcitos foi possivel observar uma
diminuicdo dos neutrofilos nos animais inoculados com tumor e tratados com o EEJ

nas trés doses testadas. O EEJ ainda foi capaz de promover um aumento no niumero
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dos linfocitos nos animais inoculados com tumor, quando comparado com o grupo
controle (com tumor). Sobre os mondcitos, somente as doses de 250 e 500 mg/kg
promoveram um aumento no numero dessas células nos animais inoculados com
tumor. Nao houve nenhuma diferenga na contagem diferencial dos leucocitos dos
animais sadios e tratados com o EEJ, quando comparados com o grupo controle nas

mesmas condi¢des (Tabela 4).

Tabela 4 — Contagem diferencial de leucécitos de camundongos Swiss inoculados ou ndo com tumor
de Ehrlich e tratados com o EEJ, nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, v.o. ou PBS (controle, v.0.). Os
animais foram sacrificados no décimo dia.

Sem Tumor Com Tumor
Grupo 125 250 500 125 250 500
CTRL mg/kg mg/kg mg/kg CTRL mg/kg mg/kg mg/kg

Neutrofilo 18+0,12 17 +0,1 17 20,1 15+01 35+01 24+0,1* 19+0,2* 17x0,1*
Linfocito 78+0,1 80+0,1 79+0,2 81+0,1 54+01 65+04* 68x04* 64+0,2*
Monécito 03+0,3 03+0,5 04106 04+£03 11x0,1 11+0,1 13x0,1* 19+%0,1*
Eosindfilo 01 10,1 - - - - - - -

@ Os valores representam média + e.p.m. (n=05/grupo).
* (p<0,05) em comparacao ao grupo controle, ANOVA (Newman-Keuls).

5.2.4 Efeito do EEJ sobre a celularidade dos 6rgaos linfoides

Os dados referentes a celularidade dos o¢rgaos linfoides dos animais
inoculados ou nao com tumor ascitico de Ehrlich estdo descritos na Figura 18. Pode-
se perceber que o EEJ nas doses de 125 e 500 mg/kg promoveu um aumento no
numero de células do bago dos animais sadios, quando comparado com 0 grupo
controle (sem tumor). A dose de 500 mg/kg também foi capaz de promover um
aumento no numero de células do baco dos animais inoculados com tumor, quando
comparada com o grupo controle (com tumor). Verificou-se ainda, que esse aumento
das células do baco ocorrido com os animais tratados com o EEJ na dose de 500
mg/kg (com e sem tumor) foi estatisticamente significante, quando comparados com

0s animais tratados com a dose de 250 mg/kg. Assim como, o aumento no numero de
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células do baco dos animais sadios e tratados com o EEJ na dose de 125 mg/kg foi
estatisticamente significante quando comparados com os animais tratados com o EEJ
dose de 250 mg/kg nas mesmas condigdes. Com relagdo as células da medula 6ssea
e do linfonodo mesentérico, ndo houve nenhuma diferenga dos animais (com e sem
tumor) tratados com o EEJ nas trés doses, quando comparados com seus respectivos

grupos controles.
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Figura 18 — Efeito do tratamento com EEJ sobre n°® de células do bago (A), n°® de células da medula
ossea (B) e n° de células do linfonodo mesentérico (C). Os animais foram inoculados com 2x10%/animal,
ip. de células do tumor de Ehrlich e tratados com o EEJ nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, v.0. nos
dias 3, 5, 7 e 9 apos indculo do tumor. O grupo controle recebeu 0,2 mL de PBS, v.o. O efeito do EEJ
sobre o a celularidade dos 6rgéos linfoides foi avaliada dez dias apés o inéculo das células tumorais.
Os animais n&o inoculados com o tumor de Ehrlich obedeceram ao mesmo esquema terapéutico. Os
resultados foram expressos como média * erro padrdo das médias de dois experimentos realizados
independentes. (n=05/grupo). # (p<0,05) em comparagao ao grupo controle sem tumor, * (p<0,05) em
comparagao ao grupo controle com tumor, ¢ (p<0,05) em comparacdo ao mesmo tratamento sem
tumor, o (p<0,05) em comparagao aos grupos tratados com as doses de 125 e 500 mg/kg sem tumor,
m (p<0,05) em comparagédo ao grupo tratado com a dose de 500 mg/kg com tumor, Mann-Whitney.
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5.2.5 Producéo de 6xido nitrico

Nao foi detectado NO, apds 48 h, na cultura de células do baco estimuladas

ou nao com o tumor de Ehrlich.

5.2.6 Efeito do EEJ sobre as concentracbes de citocinas no soro dos animais

portadores ou ndo TAE

Houve um aumento de IFN-y no soro dos animais tratados com o EEJ na
dose de 125 mg/kg. Foi verificado ainda que esses animais apresentaram redugao
nas concentragdes de IL-6. O aumento de TNF-a foi observado apenas nos animais
tratados com o EEJ nas doses de 125 e 250 mg/kg. Nenhuma diferencga
estatisticamente significante na concentragcédo de MCP-1 foi observada nos animais
tratados com EEJ, quando comparada com o grupo controle. As citocinas IL-12 e IL-

10 ndo foram detectadas no soro desses animais (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentragéo de citocinas no soro de camundongos Swiss albinos machos, inoculados com
tumor de Ehrlich e tratados com EEJ ou PBS (controle, v.0.). Ap6s 10 dias os animais foram sacrificados
e o soro foi utilizado para determinar as concentragées IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a e IL-12 pela
técnica de CBA.

Citocinas/ EEJ (mg/kg)
Q‘(JF'JS/'%‘E;‘E' CTRL 125 250 500
IL-6 252+382 11,8+3,9* 18,0 £ 2,2 235+4,3
IL-10 N.D. N.D. N.D. N.D.
MCP-1 743,0 + 158,0 638,3 + 138,1 846,2 + 126,3 386,6 + 142,1
IFN-y ND 0,8+0,1* 0,2+0,1 0,2+0,1
TNF-a 28,4 +55 459+10 * 464+22* 14,5+ 4,0
IL-12 N.D. N.D. N.D. N.D.

IL: Citocina; IFN-y: Interferon-gama; TNF: Fator de necrose tumoral; N.D.: Nao detectado.

@ Os valores representam média + e.p.m. (n=05/grupo).

Os valores para cada citocina foram mensurados em pg/mL. * (p<0,05) em comparagdo ao grupo
controle, ANOVA (Newman-Keuls).
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Com relagdo a concentracido de citocinas dos animais sadios e tratados
com o EEJ, foi possivel observar um aumento das concentragdes de TNF-a nos
animais tratados com o EEJ nas trés doses testadas. Por outro lado, houve um
aumento de IFN-y somente no soro dos animais tratados com o EEJ nas doses de 250
e 500 mg/kg. As citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 ndo foram detectadas no soro

desses animais (Tabela 6).

Tabela 6 — Niveis de citocinas no soro de camundongos Swiss albinos machos sadios, tratados com
EEJ ou PBS (controle, v.0.). Apds 10 dias os animais foram sacrificados e o sangue foi coletado para
determinar os niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y pela técnica de CBA.

Citocinas/ EEJ (mg/kg)
Quimiocina CTRL 125 250 500
(pg/mL)
IL-2 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0
IL-4 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+£0,0
TNF-a 0,0£0,0 1,1+£02* 1,1+0,0* 1,2+09*
IFN-y 34+1,1° 3,7+0,7 45+0,7* 7,7+08*
IL-10 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0
IL-17 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0

IL: Citocina; IFN-y: Interferon-gama; TNF: Fator de necrose tumoral.

@ Os valores representam média + e.p.m. (n=05/grupo).

Os valores para cada citocina foram mensurados em pg/mL. * (p<0,05) em comparagdo ao grupo
controle, ANOVA (Newman-Keuls).

5.2.7 Efeito do EEJ sobre as concentragdes de citocinas na ascite dos animais

portadores de TAE

Os animais tratados com EEJ apresentaram uma diminuicdo nas
concentragdes de IL-6 de forma dose dependente. As concentragdes de IFN-y dos
animais tratados com o EEJ apresentaram-se aumentados apos 10 dias da inoculagao
do tumor. Um aumento significativo na concentragédo de IL-10 foi observado apés o
tratamento com EEJ na dose de 125 mg/kg. Em relacédo as concentragées de TNF-a,
foi observado um aumento significativo apenas nos animais tratados com o EEJ nas

doses de 125 e 250 mg/kg. Nao foi observada nenhuma alteragéo nos niveis de MCP-
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1 dos animais tratados com o EEJ nas trés doses, quando comparados com o grupo

controle. A citocina IL-12 ndo foi detectada na ascite desses animais (Tabela 7).

Tabela 7 — Citocinas e quimiocinas na ascite de camundongos Swiss albinos machos, inoculados com
do tumor de Ehrlich e tratados com EEJ. Apés 10 dias os animais foram sacrificados e a ascite foi
coletada para determinar as concentragdes de IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a e IL-12 pela técnica
de CBA.

Citocinas/ EEJ (mg/kg)
Qk’{')g}%‘f_‘;‘a CTRL 125 250 500
IL-6 620,6 + 118,3 239,4 £553* 217,0+24 4~ 779+254*
IL-10 1,9+ 1,1 2849+16* 35+2.2 21+13
MCP-1 5893 + 653,4 5762 + 68,9 5491 £+ 174,7 4148 +790,6
IFN-y 3,2+0,7246 10,5+2,0* 6,5+0,7* 6,7+05*
TNF-a 49,3+6,9 103,8+55* 786+0,5* 35,9+10,6
IL-12 N.D. N.D. N.D. N.D.

IL: Interleucina; IFN y: Interferon-gama; TNF: Fator de necrose tumoral; N.D.: N&o detectado.

@ Os valores representam média + e.p.m. (n=05/grupo).

Os valores para cada citocina foram mensurados em pg/mL. * (p<0,05) em comparagdo ao grupo
controle, ANOVA (Newman-Keuls).

5.2.8 Perfil fenotipico de células do baco

Como pode ser observado na Figura 19, ndo houve alteracéo na frequéncia
relativa de células CD3 positivas dos animais tratados com o EEJ, quando comparada
com o grupo controle. De forma semelhante, os animais tratados com o EEJ nao
apresentaram nenhuma alteragcdo na frequéncia relativa das células CD3" (linfécitos
T) que expressavam o marcador CD4, assim como, de linfécitos T CD4 positivos
expressando o marcador CD28. Porém ao analisar a frequéncia absoluta, foi possivel
observar um aumento de células CD3*CD4*CD28* nos animais tratados com o EEJ

nas doses de 125 e 500 mg/kg.



Resultadoy 84

BRANCO CONTROLE 125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg
; ‘ ‘ \ ‘ (O] ]
ot | cDa+ = | co3+ L | D3+ -1 co3+ = cDa+ T Tcommas |
{ 0,094 212 ‘ ! 331 ‘ 253 ] 45 JJ =81 |
] - s o] B EE
- | « e - - - - I o = b i1 coa+ =
£ ws nl ) il ' g
SEM MARCAGAO co3.FTC i
e | CDWCDA+ i CDICD4+ - d CDIHCD4+ il CD34CO4+ ] CD4CD4+ wd |
048 1 73 709 622 | 664 }l\
s R R - . 4 oa 8 e
§ : e B - . i & i i W R e S|
] 1 = - 1 =q !
| ! | \ /
SEM MARCAGAOD Co4Perce CO4-PercP
] CD3+CD4+CO28+ -“ CDI+CD4+CD28+ - cu)vcl:m:ozaa‘ “n ] CDI+CO44CD28+| = ‘ CD3+CD4+CD28+
| 973 996 ‘ 990 | l
5 - - 1 "1 ' | a4 ¥V y
§. ; R i ‘ -] S i o E w] o i 3 | comooncom
P o el . bl e e -1 \HA—e
. - : conrE
SEM MARCAGAO cD28-PE
50 C 80 —_
= &£ 100+
9 <
= 404 < T —_ :
< T & 604 8 804
+ a
2 304 T T Q 3 60+
c': o B 40 8
© 20 (3] + 40
3 2 3
] 8 20
O 104 S o
3 o 204
o K
S
y 7 T T 0 T T T T o
CTRL 125 250 500 CTRL 125 250 500 o CTRL 125 250 500
EEJ (mg/kg) EEJ (mg/kg) EEJ (mg/kg)
— 100+ D 30 * _.30 %
@
3 ol . ~ . L 2 * T
X 80 a —_ 9] —_
+ o 2 T 0w
& x 8 X 201 8 & 20
g 604 T 27 ER
O g % = g8 | —
© o 9 ) (i?
3 40 - i &_’ 104 ] E 104
3 Z 2 20
3 204 ’_—;‘ 5] 3
2 8
< o ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
CTRL 125 250 500 CTRL 125 250 500 CTRL 125 250 500
EEJ (mg/kg) EEJ (mg/kg) EEJ (mg/kg)

Figura 19 — Analise dos linfocitos T auxiliares ativados do bago de camundongos Swiss inoculados com
tumor de Ehrlich e tratados com o EEJ. As células do bago foram obtidas de camundongos Swiss
inoculados com tumor de Ehrlich, tratados com o EEJ (125, 250 e 500 mg/kg) e marcadas com
anticorpos especificos para andlise de linfocitos CD3"CD4*CD28*. Representacgdo ilustrativa do efeito
do EEJ nos linfocitos T CD4* (A). Foi realizada analise da intensidade de fluorescéncia (B), frequéncias
relativa (C) e absoluta (D). Os dados representam a média + erro padréo das médias de um experimento
independente. * (p<0,05) em comparagéo ao grupo controle, teste de Mann-Whitney.

De forma semelhante, os animais tratados com o EEJ nao apresentaram
alteragcédo na frequéncia relativa das células CD3* (linfécitos T) que expressavam o
marcador CD8, assim como, dos linfécitos T CD8 positivos expressando o marcador
CD28. Porém, o EEJ, nas trés doses, aumentou a frequéncia absoluta de células

CD3*CD8*CD28* (Figura 20).
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Figura 20 — Analise dos linfécitos T citotdxicos ativados do bago de camundongos Swiss inoculados
com tumor de Ehrlich e tratados com o EEJ. As células do bago foram obtidas de camundongos Swiss
inoculados com tumor de Ehrlich, tratados com o EEJ (125, 250 e 500 mg/kg) e marcadas com
anticorpos especificos para andlise de linfocitos CD3*CD8*CD28*. Representacéo ilustrativa do efeito
do EEJ nos linfécitos T CD8* (A). Foi realizada analise da intensidade de fluorescéncia (B), frequéncias
relativa (C) e absoluta (D). Os dados representam a média + erro padrdo das médias de um experimento
independente. * (p<0,05) em comparagéo ao grupo controle, teste de Mann-Whitney.

O EEJ néo alterou a frequéncia relativa de células apresentadoras de
antigenos que expressavam a proteina |IA-IE, assim como, ndo houve diferenga na
frequéncia relativa dessas células expressando proteina co-estimuladora (CD86) e

proteina de adesédo (Ly6C). Porém, a frequéncia absoluta das células que
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expressavam |A-IE*Ly6C*CD86" foi maior nos animais tratados com o EEJ na dose

de 500 mg/kg (Figura 21).
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Figura 21 — Analise dos macréfagos do bago de camundongos Swiss inoculados com tumor de Ehrlich
e tratados com o EEJ. As células do bago foram obtidas de camundongos Swiss inoculados com tumor
de Ebhrlich, tratados com o EEJ (125, 250 e 500 mg/kg) e marcadas com anticorpos especificos para
IA-IE*Ly6C*CD86*. Representacao ilustrativa do efeito do EEJ nas células apresentadoras de
antigenos (A). Foi realizada analise da intensidade de fluorescéncia (B), frequéncias relativa (C) e
absoluta (D). Os dados representam a meédia * erro padrao das médias de um experimento
independente. * (p<0,05) em comparagao ao grupo controle, teste de Mann-Whitney.
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Em relagéo as células NK, o tratamento com o EEJ nas trés doses reduziu
a frequéncia relativa das células CD3-CD49b*NK1.1*, porém, ao analisar a frequéncia
absoluta observa-se um aumento dessas células nos animais tratados com o EEJ na

dose de 500 mg/kg (Figura 22).

A

CDIFITC- CO3 FITC+ CD3-CD4gb- CD3-CD49b+ CD3-CD49b+NK1 1- D
CD3-CD49b+hK1 1+

BRANCO

CONTROLE

125 mg/kg

250 mg'kg

[ so0mee

CD3-FITC CD49b-PE NK1.1-PerCP

80 804

N
=)
iy

o
i

®
<

o
i

N
<

N
o
1
N
?

o

Células CD3- (%)
S
Células CD3-CD49+ (%)
5
Células CD3-CD49+NK1.1 (%)

T T T T 0 T T T T
CTRL 125 250 500 CTRL 125 250 500 CTRL 125 250 500

EEJ (mg/kg) EEJ (mg/kg) EEJ (mg/kg)

C

400~ 250+ 200+

T

100

N
o
<

300 T
200 T

150

100 *

0 T T T T
CTRL 125 250 500

CTRL 125 250 500 TRl s 250 500
EEJ (mglkg) EEJ (mg/kg) EEJ (mg/kg)

Figura 22 — Analise de células NK de camundongos Swiss inoculados com tumor de Ehrlich e tratados
com o EEJ. As células do bago foram obtidas de camundongos Swiss inoculados com tumor de Ehrlich
e tratados com o EEJ (125, 250 e 500 mg/kg). As células foram marcadas com anticorpos especificos
para células CD3'CD49b*NK1.1*. (A) Representacgao ilustrativa do efeito do EEJ nas células NK. Foi
realizada anadlise da intensidade de fluorescéncia (B), frequéncias relativa (C) e absoluta (D). Os dados
representam a média + erro padrdo das médias de um experimento independente. * (p<0,05) em

comparagao ao grupo controle, teste de Mann-Whitney.
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Quanto a analise de células NKT, o tratamento com o EEJ na dose de 500

mg/kg aumento a frequéncia absoluta das células CD3*CD49b*NK1.1* (Figura 23).
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Figura 23 — Analise de células NKT de camundongos Swiss inoculados com tumor de Ehrlich e tratados
com o EEJ. As células do bago foram obtidas de camundongos Swiss inoculados com tumor de Ehrlich
e tratados com o EEJ (125, 250 e 500 mg/kg). As células foram marcadas com anticorpos especificos
para células CD3"CD49b*NK1.1*. Representacao ilustrativa do efeito do EEJ nas células NKT (A). Foi
realizada anadlise da intensidade de fluorescéncia (B), frequéncias relativa (C) e absoluta (D). Os dados
representam a média + erro padrédo das médias de um experimento independente. * (p<0,05) em
comparagao ao grupo controle, teste de Mann-Whitney.
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5.3 Efeito do EEJ em macréfagos RAW 264.7 estimulados ou ndao com LPS

5.3.1 Efeitos do EEJ sobre a producao de éxido nitrico, citocinas e quimiocinas na

cultura de células RAW

Nos macrofagos RAW 264.7, o EEJ (125, 250 e 500 pg/mL) adicionado ao
meio de cultura no mesmo momento que o LPS foi capaz de reduzir a producido de
IL-6 em todas as concentragdes testadas, quando comparado ao grupo controle (com
LPS). Na auséncia do estimulo (LPS) a produgao de |IL-6 pela célula RAW 264.7 foi
indetectavel (Figura 24A). Ndo houve diferenca estatisticamente significante na
producao de TNF-a e MCP-1 pelos macréfagos incubados com o EEJ (com ou sem
estimulo), quando comparados aos seus respectivos grupos controles (Figuras 24B e
24C). IL-12, IL-10 e IFN-y n&o foram detectadas no sobrenadante das culturas dos
macrofagos.

Em relacdo ao efeito do EEJ na produgdo de oOxido nitrico, houve um
aumento nos macrofagos (com e sem LPS) apds tratamento com o EEJ (125, 250 e

500 pg/mL), quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 24D).
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Figura 24 — Efeito do EEJ na liberagao de citocinas (IL-6 (A), TNF-a (B)), quimiocina (MCP-1 (C)) e
producdo de NO (D) em cultura de macréfagos RAW 264.7 pela técnica de CBA. As células foram
cultivadas em placas de 48 pogos a uma concentracéo de 5x10%/500 uL, em quadruplicada, e incubadas
48h a 37°C e 5% de CO2zna presenca ou auséncia do EEJ (125, 250 e 500 pug/mL) e em dois pogos da
duplicata foi adicionado LPS (10 pyg/mL). Os dados s&o apresentados como médias + SEM de dois
experimentos. # (p<0,05) em comparagdo ao grupo controle tratado com LPS, * (p<0,05) em
comparagao ao grupo controle com LPS (macréfagos, meio de cultura e LPS), teste de Mann-Whitney.
N.D. — Nao detectado.

5.3.2 Caracteristicas fenotipicas das células da cultura RAW

Na Figura 25 estao representados os resultados referentes a determinagao
das caracteristicas imunofenotipicas de células RAW, apos 48 h de incubagdo na
presenca ou auséncia do EEJ com e sem estimulo de LPS. Foi possivel observar um
aumento da expressao de CD14 nos macréfagos incubados com o EEJ na
concentragéo de 125 ug/mL (com e sem estimulo), quando comparadas aos seus
respectivos controles. A concentragao de 250 ug/mL (com e sem LPS), ndo provocou

nenhuma alteragcédo na expressao desse marcador. Por outro lado, a concentracao de
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500 pg/mL foi capaz de reduzir a expressao de CD14 nos macrofagos néo estimulados
com LPS e nos macrofagos estimulados com LPS e incubados com o EEJ nessa
mesma concentragao, houve um aumento na expressédo de CD14.

Foi possivel observar que o EEJ, nas concentragdes de 125 e 500 ug/mL,
promoveu um aumento da frequéncia relativa, assim como, na expressao de |IA-IE*
nos macrofagos estimulados ou ndo com o LPS. Ja a concentragdo de 250 ug/mL
promoveu um aumento na frequéncia relativa dos macréfagos (com e sem LPS) IA-IE
positivos. Por outro lado, essa concentragao foi capaz de aumentar a expressao de
IA-IE* somente nos macréfagos estimulados com LPS.

Em relacéo a proteina CD86, verifica-se o EEJ em todas as concentragbes
testadas, promoveu um aumento da frequéncia relativa de macréfagos (com e sem
estimulo) CD86*. Entretanto, ao avaliar a expressdo desse marcador, foi possivel
observar que houve um aumento somente nos macréfagos tratados com o EEJ nas

concentracdes de 250 e 500 pg/mL.
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Figura 25 — Efeito do EEJ sobre macréfagos RAW 264.7 estimulados ou ndo com LPS (10 pg/mL).
Células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 48 pocos a uma concentragdo de 5x10%/500 uL e
incubadas 24 horas a 37°C e 5% de CO2 em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal,
em quadruplicata. Apds esse periodo inicial de incubacgao, as células aderentes foram tratadas ou nao
com diferentes concentragbes do EEJ (125, 250 e 500 pg/mL) e em dois pogos da quadruplicata foi
adicionado LPS de Salmonella typhosa (67H4045 Sigma®) a uma concentragédo de 10 ug/mL como
estimulo in vitro, e apds 48 horas foi realizada a imunofenotipagem. As células foram marcadas com
os anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-CD14, conjugado FITC, anti-IA-IE,
conjugado com PE e anti-CD86 conjugado com PE-Cy7. Em seguida, foi feita a andlise simples dos
marcadores CD14, IA-IE e CD86. Os dados representam a média + erro padrdo das médias de um
experimento independente. # (p<0,05) em comparagéo ao grupo controle tratado com LPS, * (p<0,05)
em comparac¢ao ao grupo controle, teste de Mann-Whitney.

5.4 Inducao da polarizagcao dos macrofagos

Os resultados referentes a inducao da polarizagcao das células RAW 264.7
para os perfis M1/M2 e suas respectivas producdes de NO estdo descritos no
Apéndice A. Foi possivel observar um aumento da frequéncia relativa, assim como,
na expressao de IA-IE+ nos macréfagos estimulados com LPS e com LPS+IFN-y. Por
outro lado, os macréfagos estimulados com IL-4 e IL-13 apresentaram uma redugéo
na frequéncia relativa das células IA-IE*. Em relagdo a expressédo do CD86*, verifica-
se um aumento da frequéncia relativa de macréfagos CD86* estimulados com LPS ou
IFN-y e com LPS+IFN-y. Enquanto que, os macréfagos estimulados com IL-4 e IL-13
apresentaram uma reducdo na frequéncia relativa dessas células. Somente os
macrofagos estimulados com LPS e LPS+IFN-y tiveram um aumento da expressao de
células CD86*. Nos macrofagos tratados com LPS ou IFN-y ou LPS+IFN-y houve um
aumento da produgao de NO. Por outro lado, nos macrofagos tratados com IL-4 e IL-
13 nao foi observada nenhuma diferenca na produgao de NO, quando comparada com

o grupo controle, contendo somente macréfagos e meio de cultura.
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5.5 Efeito do EEJ sobre a polarizagao dos macréfagos

Na Figura 26 estdo descritos os resultados do efeito do EEJ sobre
macrofagos RAW 264.7 polarizados para os perfis M1/M2 e suas respectivas
producdes de NO. Verifica-se que o EEJ promoveu um aumento da frequéncia
relativa, assim como, na expressao de IA-IE* e CD86* nos macréfagos polarizados
tanto para o perfil M1 como M2 (Figura 26A), bem como, promoveu o aumento da

producao de NO nesses macréfagos (Figura 26B).
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Figura 26 — Efeito do EEJ sobre macréfagos RAW 264.7 polarizados para o perfil M1 e M2 (A) e
produgédo de NO (B). As células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 48 pocgos e fundo chato a
uma concentragdo de 5x105/500 uL e incubadas 24 horas em meio RPMI a 37°C com atmosfera
contendo 5% de CO2. Apds esse periodo inicial de incubagao, induziu-se a polarizagao dos macréfagos
da seguinte forma: para macréfagos M1 foram utilizados LPS (200 ng/mL) e IFN-y (10 ng/mL) e para
macrofagos M2 foram utilizadas as citocinas IL-4 (40 ng/mL) e IL-13 (20 ng/mL). Logo em seguida, as
células foram tratadas com o EEJ (500 pg/mL) e apds 24 horas foi realizada a imunofenotipagem. As
células foram marcadas com os anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-IA-IE,
conjugado com PE e anti-CD86 conjugado com PE-Cy7. Em seguida, foi feita a analise simples dos
marcadores IA-IE e CD86. Os dados representam a média = erro padrdo das médias de um
experimento independente. * (p<0,05) em comparagao ao grupo controle, teste de Mann-Whitney.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho inicialmente foi demonstrado o efeito citotoxico do extrato
etandlico das folhas de Croton triqueter Lam. (EEJ) contra linhagem de células do
tumor de Ehrlich. Estudos demonstrando o potencial citotoxico do EEJ sdo escassos,
porém os dados obtidos neste trabalho corroboram com estudos realizados com
espécies vegetais proximas a Croton triqueter Lam. sobre diversas linhagens de
células tumorais. Compagnone et al. (2010) demonstraram o efeito citotdxico do 6leo
essencial das flores (Clso: 103,27 e 87,91 ug/mL) e das folhas (Clso: 45,85 e 54,95
Mg/mL) sobre a linhagem de células LoVo e Hela, respectivamente.

Uma vez verificada essa atividade citotoxica em células tumorais, houve a
necessidade de se investigar o efeito em células ndo tumorais considerando que, se
a célula normal e a tumoral exibissem sensibilidade similar ao extrato, ndo haveria
janela terapéutica e, na concentracdo em que o tumor respondesse, a célula normal
também responderia e esta seria danificada. Partindo, entdo, dessas consideragoes,
avaliou-se a citotoxicidade do EEJ em células RAW 264.7, uma linhagem de
macréfagos murinos, por meio do ensaio de MTT. Nesse ensaio, o EEJ na maior
concentragdo (500 ug/mL) reduziu em 20,4% a viabilidade das células RAW 264.7,
demonstrando, assim, uma citotoxicidade inespecifica desse extrato, fato este
observado normalmente na maioria dos agentes antineoplasicos utilizados para o
tratamento do céncer.

Dando prosseguimento aos estudos foram realizados ensaios in vivo a fim
de caracterizar efetivamente a resposta antitumoral da espécie vegetal Croton
triqueter Lam. Nesses experimentos, observou-se que o EEJ nas doses de 125, 250

e 500 mg/kg promoveu um aumento na sobrevida dos animais portadores de tumor
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ascitico de Ehrlich (TAE), quando comparado ao grupo controle. Além disso, foi
investigado o efeito desse mesmo extrato sobre outros parametros relacionados com
o desenvolvimento tumoral e observou-se que a dose de 500 mg/kg foi capaz de
reduzir o peso dos animais, circunferéncia abdominal, volume total da ascite e o
numero de ceélulas tumorais totais. Por outro lado, as doses de 125 e 250 mg/kg,
embora nao tenham alterado o peso dos animais e volume total da ascite, foram
capazes de reduzir o numero de células tumorais presentes na cavidade peritoneal.
Segundo Fernandes et al. (2015), a implantagao da forma ascitica do tumor de Ehrlich
induz uma resposta inflamatoria local responsavel pelo crescimento do tumor e
constitui uma importante fonte nutricional direta para células cancerigenas (FECCHIO
et al., 1990; GUPTA et al., 2004), ficando bem estabelecido que o processo
inflamatdrio contribui diretamente para o desenvolvimento desse tipo de tumor. Sendo
assim, uma possivel explicacdo para reducdo do fluido ascitico acumulado na
cavidade peritoneal dos camundongos tratados com o EEJ poderia estar relacionada
a atividade anti-inflamatéria exibida por esse extrato. Serra (2006) demonstrou que o
EEJ na dose de 500 mg/kg inibiu a peritonite induzida por carragenina e apresentou
efeito antiedematogénico, sugerindo que compostos presentes no extrato atuariam
inibindo a liberacdo ou até mesmo a acdo dos mediadores quimicos da inflamacgao.
Esses dados quando analisados em conjunto mostram que o EEJ pode estar atuando
no processo inflamatoério associado ao tumor.

Apoés essa analise inicial do EEJ sobre a sobrevida de animais inoculados
com o tumor e sobre alguns parametros relacionados ao crescimento tumoral, decidiu-
se avaliar os efeitos desse extrato na resposta imunoldgica de animais inoculados ou
nao com o tumor de Ehrlich e verificou-se que tanto nos animais inoculados com o

tumor como nos ndo inoculados, o EEJ ndo provocou nenhuma alteragédo na
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contagem global dos leucécitos, assim como, ndo alterou nenhum dos outros
parametros hematologicos analisados. Porém, quando analisada a contagem
diferencial dos leucdcitos foi possivel observar uma reducdo no numero de leucdécitos
polimorfonucleares no sangue total dos camundongos inoculados com tumor e
tratados com o EEJ, bem como, um aumento de linfécitos e mondcitos. Ja foi
demonstrado que uma resposta neutrofilica inflamatéria € essencial para o controle
do tumor de Ehrlich. Entretanto, o grande influxo dessas células para a regidao promove
o crescimento tumoral devido a angiogénese e aos fatores de crescimento induzidos
pela resposta inflamatéria e que sdo necessarios para o desenvolvimento tumoral
(BERGAMINI-SANTOS, MARIANO, BARBUTO, 2004).

Ainda foi observado que o EEJ n&o provocou nenhuma alteragdo na
celularidade da medula o6ssea, o que o torna bastante promissor para o
desenvolvimento de produtos que possam ser utilizados como adjuvantes no
tratamento do cancer. Mielossupressao e supressdo da resposta imune sao
consideradas reagdes adversas comuns a grande maioria dos antineoplasicos,
levando aos casos de anemia, trombocitopenia e maior susceptibilidade as infecdes.
Essas reagdes acontecem porque a maioria dos antineoplasicos afetam as células
normais de rapida divisdo celular, como € o caso da medula 6ssea (SOUZA et al.,
2008). De forma semelhante, o EEJ por si sé ndo foi capaz de gerar alteragdes
hematologicos em camundongos sadios (RESTELL et al., 2014).

Em relagédo as células do baco, o EEJ na dose de 500 mg/kg foi capaz de
promover um aumento no numero dessas células em relagao ao grupo controle. Esse
aumento foi demonstrado tanto para os animais inoculados com tumor quanto nos
animais nao inoculados, podendo estar relacionado a uma possivel ativagao do

sistema imune (ASSUNCAO, 2011). Por outro lado é sabido que o tumor de Ehrlich
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tem a capacidade de produzir fatores estimuladores de colénicas (CSFs), assim como,
receptores para estes CSFs (SUBIZA et al., 1989), induzindo, entre outras alteracdes,
hematopoese extramedular com esplenomegalia (RUIZ DE MORALES, VELEZ,
SUBIZA, 1999). Logo, essa grande quantidade de células do bago poderia ndo estar
relacionada a uma efetivagdo da resposta imunoldgica e esse aumento poderia ser
decorrente da proliferagdo e/ou migragao de células imaturas ou supressoras (LIU et
al., 2007). Entao, a fim de caracterizar as populagdes celulares presentes no bago dos
animais inoculados com tumor de Ehrlich e tratados com o EEJ foi realizada a
avaliagao fenotipica das principais subpopulagdes celulares envolvidas na resposta
imunoldgica frente ao tumor de Ehrlich.

Nesta avaliagdo, o EEJ promoveu um aumento da frequéncia absoluta de
células T CD4* e T CD8* no bago dos animais inoculados com tumor, sugerindo uma
participacdo importante dessas populacdes celulares na atividade antitumoral
exercida pelo EEJ. Como ¢é sabido, os linfécitos T CD8* eliminam as células tumorais
por uma agao citotdxica direta, por um mecanismo MHC classe | dependente, ja os
linfocitos T CD4* participam dessa resposta secretando citocinas que ativam linfécitos
T CD8*, células NK, macréfagos, entre outras células, que, por sua vez, podem,
potencialmente, matar as células tumorais (VESELY et al., 2011). Além disso, o EEJ
também induziu um aumento na frequéncia absoluta de células T CD4* e T CD8*
expressando o receptor CD28.

CD28 é uma proteina expressa em células T que fornecem sinais co-
estimuladores necessarios para a ativagdo e proliferagdo das células T. Estudos
mostram que a ligagdo das moléculas B7-1 (CD80) ou B7-2 (CD86) ao CD28
presentes na superficie dos linfécitos T, em adicdo a ligagado do receptor T (TCR)

antigeno-especifico ao conjunto principal de histocompatibilidade (MHC)/peptideo,
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leva a ativacdo e proliferagdo dos linfécitos T, producédo de citocinas e previne a
indugado de anergia celular (MANZOTTI et al., 2006). Esses resultados indicam uma
possivel capacidade do EEJ em agir sobre o sistema imunolégico dos animais
inoculados com tumor e, assim, melhorar a resposta antitumoral.

Somando-se a isso, foi observado que os animais tratados com o EEJ na
dose de 500 mg/kg tiveram um aumento no niumero de células CD3-CD49b*NK1.1%,
perfil fenotipico de células NK, assim como, de células NKT (CD3*CD49b*NK1.1%) e
células apresentadoras de antigenos (IA-IE*Ly6C-Ly6G*CD867).

Células NK séao células capazes de reconhecer e destruir células tumorais
e células infectadas por virus, por meio de mecanismos liticos diretos e pela secregao
de IFN-y (DESBOIS et al., 2012; YOON, KIM, CHOI, 2015). Essa capacidade
tumoricida ainda € aumentada pela liberagdo de citocinas, incluindo interferons e
algumas interleucinas (IL-2 e IL-12) (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Estudos mostram
que pacientes com céancer gastrointestinal, célon e prostata apresentam um elevado
nivel de células Treg associadas com uma reducdo do numero de células NK,
juntamente com sua funcionalidade (DOUBROVINA, et al., 2003; WU et al., 2004;
GHIRINGHELLI et al.,, 2005). Estudos in vitro demonstram que células Treg de
pacientes com carcinoma hepatocelular inibem a atividade citotdxica de células NK.
De forma semelhante, no tumor de Ehrlich, estudos como o de Segura, Barbero,
Marquez (2000) afirmam que durante o desenvolvimento tumoral, também ocorre
perda progressiva dessas células, o que pode ter sido revertido pela acdo do EEJ.

Células NKT correspondem a uma populacdo de células T que
desempenham um papel central no sistema imunoldgico, uma vez que formam uma
ponte entre os sistemas imunes inato e adaptativo, elas tém verdadeiros TCR e a

especificidade ao antigeno, como as células T convencionais, ainda que por lipideos,
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em vez de peptideos, mas também tém um repertério mais limitado e caracteristico
de resposta rapida do sistema imune inato. As células NKT s&o descritas por ter um
efeito paradoxal em diferentes tipos de tumores, porém n&o ha relatos da participacao
dessas células durante o desenvolvimento do tumor de Ehrlich (BERZOFSKY &
TERABE, 2009; VIVIER et al., 2012; MCEWEN-SMITH, SALIO, CERUNDOLO, 2015).
Esse efeito paradoxal descrito na literatura esta relacionado pelas diferentes variantes
de células NKT que podem agir inibindo ou contribuindo com o desenvolvimento
tumoral. Sendo assim, podemos sugerir que neste trabalho, o fato do EEJ (500 mg/kg)
ter inibido o desenvolvimento tumoral pode estar relacionado com uma variante
relacionada com a inibicdo do desenvolvimento tumoral, entretanto, sdo necessarios
mais estudos para confirmar essa hipotese.

Com relagao as células apresentadoras de antigenos (macréfagos, células
dendriticas e linfécitos B), estas sao células imunes que através do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC)/peptideos, moléculas co-estimuladoras e produgao de
citocinas sdo essenciais para ativagdo e regulagdo da resposta mediada pelos
linfocitos T. Neste trabalho foi possivel observar que nos animais tratados com o EEJ
(500 mg/kg) houve um aumento de células IA-IE*Ly6C-Ly6G*CD86". |A-IE*
corresponde uma proteina do MHC de classe |l essencial para apresentacdo dos
antigenos. CD86™ € uma das moléculas co-estimuladoras mais bem caracterizadas,
sendo expressa predominantemente na superficie das células apresentadoras de
antigenos profissionais. A participacdo dessa molécula na modulagdo imune de
linfocitos T constituiu, possivelmente, uma das principais vias de comunicacao celular
relevante, atuando na inducdo da resposta imune efetiva. Por esse motivo, tal
molécula €& considerada como um dos alvos terapéuticos promissores. Evidéncias

apontam que a ligagdo com o CD28*, presente na superficie do linfocito T, em adicao
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a ligagao do receptor T (TCR) antigeno-especifico ao conjunto (MHC)/peptideo, leva
a ativacao e proliferagdo dos linfoécitos T e producdo de citocinas (BEYERSDORF,
KERKAU, HUNIG, 2015). Sendo assim, esses dados sugerem a capacidade do EEJ
em aumentar a apresentacdo de antigenos e consequentemente a ativacdo dos
linfocitos T.

Além dessas alteragdes no perfil celular, outro fator importante que auxilia
o desenvolvimento de células neoplasicas € um desequilibrio no perfil de citocinas,
sendo bem evidenciado durante o desenvolvimento do tumor de Ehrlich
(VALADARES, KLEIN, QUEIROZ, 2004; RAMOS, TORELLO, QUEIROZ, 2010).
Segundo Fernandes et al. (2015), o tumor de Ehrlich quando inoculado na cavidade
peritoneal induz um aumento acentuado dos niveis de citocinas inflamatérias IL-18,
TNF-a e IL-6. Sendo assim, este trabalho ainda investigou o efeito do EEJ sobre a
concentragao de citocinas na ascite e no soro de animais inoculados ou n&do com o
tumor de Ehrlich, na qual foi possivel observar que o EEJ promoveu um aumento de
IFN-y nos animais inoculados com o tumor.

IFN-y esta relacionado ao reconhecimento e destruigdo de células-alvo por
regulacéo positiva de moléculas do MHC de classes | e I, ativagdo de macrofagos e
linfécitos. A ativagdo de macréfagos pelo IFN-y tem sido considerado um excelente
marcador de resposta imune contra patdogenos intracelulares, células tumorais, bem
como certas reagdes autoimunes (KODAMA, KOMUTA, NANBA, 2002; FURUSAWA
et al., 2003). Além disso, IFN-y consegue estimular os macréfagos a produzirem
citocinas que sdo capazes de desempenhar mecanismos antimicrobianos,
tumoricidas e ativar APCs (FARRAR & SCHREIBER, 1993; MURRAY, 1994). Assim,
esse aumento de IFN-y pode estar relacionado a maior capacidade de ativagdo dos

linfocitos T citotdxicos e células APCs.
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Por outro lado, somente as doses de 125 e 250 mg/kg aumentaram a
concentragcdo de TNF-a. Essa € uma citocina considerada por levar a célula tumoral
a apoptose ou causar coagulagao, obstruindo capilares do microambiente tumoral,
levando o tumor a necrose (JONASCH & HALUSKA, 2001; VAN HORSSEN, TEN
HAGEN, EGGERMONT, 2006). Por outro lado, revisdes recentes apontam a
participacdo do TNF-a no processo de iniciagdo, promogéo e progressao tumoral, seu
efeito pré-inflamatério ligado a varias doencgas esta relacionado a sua capacidade para
ativar NF-KB, na qual aumenta a expressao de genes que codificam citocinas pro-
inflamatodrias, moléculas de adesao, quimiocinas, fatores de crescimento, enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) e enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). TNF-a tem
sido, portanto, uma citocina considerada como um importante fator de crescimento
para muitas células tumorais (BALKWILL, 2009; VIANA et al., 2015).

Em relacdo a IL-6, foi demonstrado, que nos animais tratados com o EEJ
houve uma reducdo dose dependente desta citocina. Estudos revelam que a IL-6 esta
envolvida na transformagdo maligna, progressdo do tumor e caquexia através da
inibicdo da apoptose de células cancerigenas e na indugao de angiogénese tumoral.
Para Chaftari et al. (2015), a IL-6 corresponde uma potente estimuladora de
metastase, uma vez que regula a expressao de receptores de adesdo em células
endoteliais, assim como, estimula a produgao de fatores de crescimento. Em geral, a
deteccao de IL-6 em amostras de soro ou de tecidos de pacientes com cancer ou de
animais portadores de tumor correlaciona-se com mau prognéstico (GRIVENNIKOV
& KARIN, 2008; WALDNER & NEURATH, 2008; NAUGLER & KARIN, 2008).

Além disso, a IL-6 também é responsavel pela expressdo de varias
citocinas regulatérias como TGF-$ e IL-10 via STAT3 nos linfécitos T, que auxiliam as

células tumorais a escaparem da resposta imunolégica (DUNN, OLD, SCHREIBER,
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2004; STUMHOFER et al., 2007; SARAIVA & O'GARRA, 2010). Neste trabalho,
verificamos um aumento de IL-10 somente nos animais tratados com o EEJ na dose
de 125 mg/kg, porém, o extrato nessa dose promoveu aumento ndo so6 de IL-10 como
também de outras citocinas, o que pode estrar relacionado a uma tentativa de
controlar o desenvolvimento tumoral (VALADARES, KLEIN, QUEIROZ, 2004,
RAMOS, TORELLO, QUEIROZ, 2010).

Considerando que o EEJ aumentou a frequéncia absoluta de células
apresentadoras de antigenos no bago, e que os macréfagos ocupam um papel central
no combate a células neoplasicas, decidiu-se investigar o efeito desse extrato sobre
os macréfagos RAW 264.7 estimulados ou ndo com LPS. Sendo possivel observar
que nos macrofagos estimulados com LPS e tratados com o EEJ, houve uma redugao
dos niveis de IL-6, indicando que o EEJ apresenta uma capacidade de reduzir a
liberacdo dessa citocina.

Quanto a analise fenotipica desses macrofagos, foi possivel observar que
apos tratamento com o EEJ houve um aumento da expressdo de CD14*, IA-IE* e
CD86*, mostrando a capacidade do EEJ em polarizar os macréfagos para o perfil M1.
Macréfagos M1 séo reconhecidos por sua capacidade de produzir niveis elevados de
citocinas pro-inflamatdrias, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, elevada
expressao de iINOS, MHC de classe |l, moléculas co-estimuladoras, eficiéncia na
apresentagao de antigenos, atividade microbicida e tumoricida. Essa capacidade do
EEJ em polarizar os macréfagos para o perfil M1 pode contribuir com a atividade
antitumoral in vivo, embora muitos autores descrevam que uma resposta inflamatéria
contribui para desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich (FERNANDES et al.,

2015).
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Por fim, ainda foi avaliado o efeito do EEJ sobre macréfagos polarizados
para os perfis M1 e M2. Inicialmente, foi demonstrado que macrofagos RAW 264.7
tratados com LPS e IFN-y apresentaram um aumento da expressao |A-IE, CD86,
assim como aumento na produgao de NO, porém, os macréfagos quando estimulados
s6 com IFN-y, embora ndo tenham tido aumento na expresséao de IA-IE e CD86, foram
capazes de aumentar a produgao de NO. Em relagao aos macrofagos estimulados
com IL-4 e IL-13, estes apresentaram diminuicdo da produgdo de NO, fato ja
esperado, pois macrofagos estimulados com essas citocinas sdo polarizados para o
perfil M2. De posse desses dados, considerou-se, entdo, macrofagos polarizados para
o perfil M1 aqueles estimulados com LPS+IFN-y e para o perfil M2 aqueles
estimulados com IL-4 e IL-13 e, semelhantemente ao observado no ensaio com os
macrofagos néo polarizados, o EEJ aumentou a expressao dos marcadores IA-IE e
CD86", tanto no perfil M1 quanto no perfil M2 e, apesar de nao terem sido analisados
marcadores especificos para o perfil M2, observa-se essa capacidade do EEJ em
polarizar os macréfagos para o perfil M1.

Desta forma, pode-se concluir que o EEJ apresenta atividade antitumoral
in vitro e in vivo e que os mecanismos descritos neste trabalho como aumento do
numero de linfocitos T helper, citotdxicos, células NK e apresentadoras de antigenos
no bago, assim como, a ativagdo dos macrofagos e a polarizacdo dos macrofagos

para o perfil M1 podem estar contribuindo na resposta antitumoral.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, podemos sugerir que o
extrato etandlico das folhas de Croton triqueter Lam. apresenta efeito direto sobre as
células do tumor de Ehrlich, assim como, efeito sobre o sistema imunolégico dos
animais portadores de tumor, uma vez que a indugdo da morte do tumor pode ter
ocorrido ndo sé pela atividade citotoxica desse extrato, como também uma
capacidade em ativar células importantes da resposta antitumoral. Assim, a espécie
vegetal Croton triqueter Lam. demonstrou ser uma excelente fonte para producao de
medicamentos que possam ser utilizados como adjuvantes no tratamento do cancer.

Diante dessas consideragdes, nossos resultados apresentam novas vias
de estudos que podem ser exploradas, dentre elas a necessidade de isolar e
caracterizar a(s) substancia(s) ativa(s) responsavel(eis) por tal(is) atividade(s), assim
como, caracterizar o efeito do EEJ sobre a polarizagédo de macréfagos no tumor de

Ehrlich.
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8 CONCLUSOES GERAIS

v

O EEJ apresentou citotoxicidade in vitro sobre as células do carcinoma de
Ehrlich em todas as concentragdes testadas (62,5, 125, 250 e 500 pg/mL);
Apenas a concentragédo de 500 pg/mL apresentou citotoxicidade em cultura de
macrofagos RAW 264.7;

O tratamento com o EEJ aumentou a sobrevida e reduziu o numero de células
tumorais presentes na cavidade peritoneal de animais portadores do tumor
ascitico de Ehrlich;

O EEJ néo alterou o hemograma, o numero de células da medula 6ssea e do
linfonodo mesentérico dos animais inoculados ou ndo com o tumor de Ehrlich;
O EEJ nas doses de 125 e 500 mg/kg promoveu um aumento no numero de
células do bago dos animais sadios. A dose de 500 mg/kg também foi capaz
de promover um aumento no numero de células do baco dos animais
inoculados com tumor;

Houve uma reducgao de IL-6, de forma dose dependente, e um aumento de IFN-
v na ascite dos animais inoculados com tumor e tratados com o EEJ;

Houve um aumento de TNF-a na ascite dos animais tratados com o EEJ (125
e 250 mg/kg);

Os animais inoculados com o tumor de Ehrlich e tratados com EEJ (125 mg/kg)
apresentaram um aumento da producao de IL-10 na ascite;

Os animais inoculados com o tumor de Ehrlich e tratados com EEJ (125 mg/kg)
apresentaram uma redugao de IL-6 e um aumento de IFN-y no soro;

O EEJ (125 e 250 mg/kg) promoveu um aumento de TNF-a no soro;



v
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O EEJ (500 mg/kg) aumentou a frequéncia absoluta de células NK, NKT e
apresentadoras de antigenos ativados no baco;

O EEJ em todas as doses aumentou a frequéncia absoluta de células T
citotéxicas ativadas no baco;

O EEJ (125 e 500 mg/kg) aumentou a frequéncia absoluta de células T helper
ativadas no baco;

O EEJ reduziu in vitro a producgao de IL-6 em células RAW 264.7 estimuladas
com LPS;

O EEJ aumentou a expressao de CD14*, IA-IE* e CD86" em macréfagos RAW
264.7 estimulados ou ndo com LPS. Assim como, aumentou a expressao IA-

IE* e CD86" em macréfagos polarizados para os perfis M1 e M2.
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APENDICE A. Indugéo da polarizagdo dos macréfagos
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Figura 1 — Indugao da polarizagdo de macréfagos RAW 264.7 para o perfil M1 e M2 (A) e produgéo de
NO (B). As células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 48 pogos e fundo chato a uma
concentragédo de 5x10%500 pL e incubadas 24 horas em meio RPMI a 37°C com atmosfera contendo
5% de CO2. Apds esse periodo inicial de incubagéo, as células foram tratadas da seguinte forma: LPS
(200 ng/mL) ou IFN-y (10 ng/mL), LPS (200 ng/mL) e IFN-y (10 ng/mL) ou IL-4 (40 ng/mL) e IL-13 (20
ng/mL). Como controle, os macréfagos foram cultivados em meio RPMI completo para manter estado
de MO. Apés 24 horas foi realizada a imunofenotipagem. As células foram marcadas com os anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-IA-IE, conjugado com PE e anti-CD86 conjugado com
PE-Cy7. Em seguida, foi feita a analise simples dos marcadores IA-IE e CD86. Os dados representam
a média + erro padrdo das médias de um experimento independente. * (p<0,05) em comparagéo ao
grupo controle, teste de Mann-Whitney.
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APENDICE B. Anti-inflammatory and antinociceptive activities of the ethanolic

extract and tertiary alkaloid fraction from Croton triqueter Lam.
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Abstract

Various species from the genus Croton have scientifically confirmed analgesic and
anti-inflammatory properties; however, there are no studies demonstrating such
activities in the plant species Croton triqueter Lam. Therefore, this study investigated
the analgesic and anti-inflammatory effects of an ethanolic extract from C. triqueter
Lam. leaves (EEJ) and the tertiary alkaloid fraction (FAL). Anti-inflammatory activity
was evaluated using carrageenan-induced paw edema and peritonitis assays,
whereas the analgesic activity was evaluated using an acetic acid-induced writhing
test. The oral administration of EEJ (0.50 g/kg) reduced the formation of paw edema
over 5 h of observation. The EEJ (0.50 and 1.00 g/kg) decreased leukocyte migration
in the carrageenan-induced peritonitis model in a dose-dependent manner (37.6% and
52.9%). Similarly, the FAL (0.25 and 0.50 g/kg) inhibited leukocyte migration by 24.4%
and 62% at different doses, respectively. In the chemical nociception model, EEJ (0.50
and 1.00 g/kg) decreased acetic acid-induced writhing in a dose-dependent manner
by 52.2% and 60.9%, respectively. FAL (0.25 and 0.50 g/kg) inhibited writhing by
71.7% and 86.4%, respectively. These results indicate that the species C. triqueter
Lam. shows anti-inflammatory and antinociceptive activities and that alkaloids appear
to be involved in these properties.

Keywords: Crofon triqueter Lam.; anti-inflammatory activity; antinociceptive activity;
alkaloids.
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1 INTRODUCTION

The genus Croton is the second largest and most diverse in the family
Euphorbiaceae, with approximately 1,200 species of trees, shrubs, herbs and vines
distributed throughout the tropics and subtropics [1]. Plant species in this genus are
commonly used in popular medicine to treat cancer, intestinal constipation, diarrhea
and other digestive problems, diabetes, wounds, fever, high cholesterol, hypertension,
malaria, pain, inflammation, ulcers and obesity [2], and some of these uses have
already been scientifically evaluated and confirmed with pre-clinical studies. The anti-
inflammatory and analgesic properties of Croton celtidifolia [3], Croton cuneatus [4],
Croton zambesicus [5], Croton crassifolius [6] and Croton stellatopilosus [7] have been
confirmed in different pain and inflammation models. In addition to these studies, many
others are ongoing to assess the therapeutic potential of extracts, fractions and active
components in species from the genus Croton.

Croton triqueter Lam. is a neotropical plant species popularly known as velame,
found from the southern United States to Uruguay [8]. In Brazil, it is distributed in the
states of Para, Piaui, Maranhdo, Minas Gerais and Sdo Paulo and is commonly used
in powdered form as an antiulcerogenic, antisyphilitic, diuretic, stimulant and purifying
agent [9]. Leishmaniacidal activity against the promastigotes of Leishmania
amazonensis has also been reported [10]. Phytochemical analysis on hydroalcoholic
extracts from Julocroton triqueter leaves, another name for C. triqueter Lam. [11, 12,
13], indicated the presence of triterpenes, saponins, alkaloids, flavonoids and
hydrolysable tannins [14]. These types of compounds are traditionally described in the
literature as possessing excellent therapeutic properties, including anti-inflammatory
and analgesic properties [15, 16, 17, 18]. The alkaloid taspine has been isolated from
Croton lechleri and found to have anti-inflammatory and anti-tumor properties [19, 20].

Therefore, based on the analgesic and anti-inflammatory potential shown by
various species of the genus Croton and the results from phytochemical screening
showing the abundant presence of alkaloids, the objective of this study was to evaluate
the anti-inflammatory and antinociceptive activities of an ethanolic extract from Croton
triqueter Lam. (EEJ) and of the tertiary alkaloid fraction (FAL) purified from this extract.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Plant material collection

Leaves from C. triqueter Lam. were collected from a specimen cultivated at the
Berta Langes de Morretes Orchard, Atico Seabra Herbarium, Department of
Pharmacy, Federal University of Maranhdo (Universidade Federal do Maranhéo -
UFMA), Bacanga Campus, located in S&o Luis, Maranhdo (MA), Brazil (2° 33' 13"S
and 44° 18' 19"W) in February during the rainy season. The plant material was
identified by Dr. Eduardo B. de Almeida Junior (UFMA). The voucher specimen was
deposited in the MAR Herbarium as no. 8675.

2.2 Plant material processing and ethanolic extract preparation

Approximately 300 g of leaves from C. triqueter Lam. were dried in a forced-air
oven at a mean temperature of 35°C for 96 h. After drying and complete stabilization,
the material was pulverized in a knife mill to obtain dry and pulverized leaf material
(111.6 g). This material was then extracted by maceration using ethanol P.A. for 72 h
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with solvent replacement every 72 h for 16 days. At the end of the process, the
macerate was filtered and concentrated in a rotary evaporator under reduced pressure
to obtain an ethanolic extract from C. triqueter Lam. leaves with yield of 3.5%. The EEJ
was stored in an amber flask and kept under refrigeration. Later, the EEJ was
evaluated using qualitative and semi-quantitative methods [21] that detected the
presence of alkaloids, saponins, flavanones, flavanonols, hydrolysable tannins,
triterpenes and coumarins.

2.3 Extraction of alkaloids

Total alkaloids were extracted from the crude extract using the acid-base method
with organic solvent in a separation funnel [22]. The EEJ was acidified with 0.1 N HCL
until reaching a pH of 1-3. The filtrate (acid solution) was extracted with ethyl acetate
and reacted with Dragendorff's and Mayer's reagents. After concentration under
vacuum, the ethyl acetate phase generated a 1.5 g residue (14.10% yield) named the
FAL, which was stored in an amber flask at 4°C.

2.4 Animals

Adult male Swiss mice (x 60 days, 30 + 5 g) and Rattus norvegicus rats (+ 45
days, 200 + 50 g) were obtained from the Central Vivarium of the UFMA and
maintained in the Sector Vivarium of the Laboratory of Pharmacology, UFMA, under
standard laboratory conditions (25 + 2°C, 12-h light/dark cycle) with free access to the
standard dry pellet diet and water ad libitum. All of the procedures described were
approved by the UFMA Ethics Committee for the Use of Animals (no. 012975/2008-
43).

2.5 Anti-inflammatory evaluation
2.5.1 Carrageenan-induced paw edema

The antiedematogenic activity of the EEJ was tested in a paw edema model
induced by 1% carrageenan [23, 24, 25]. Male rats (n = 5/group) were treated with EEJ
(0.50 g/kg orally [v. 0.]), indomethacin (0.01 g/kg, v. 0.), or a 0.9% sodium chloride
solution (control, v. 0.). After 30 minutes, all of the animals were injected in the sub-
plantar region with 0.1 mL 1% carrageenan in the right rear paw and an equal volume
of 0.9% saline (control solution) in the left rear paw. The volume of the paws was
measured with a digital plethysmometer (Ugo Basile, lItaly) immediately after
administration of the irritating agent (time zero) and every 60 min for a maximum period
of 5 h. The measurements were based on the differences in volume caused by
immersion of the paw up to the lateral malleolus of the ankle. The antiedematogenic
response was determined by comparing the difference in rear paw volume in the
control group with the mean increase in rear paw volume from the group treated during
the same time interval.

2.5.2 Peritonitis test

The peritonitis test was performed as previously reported by Vinegar et al. [26]
and Ferrandiz & Alcaraz [27]. Male Swiss mice (n = 6/group) were treated with EEJ
(0.50 g/kg, v. 0.), FAL (0.25 g/kg and 0.50 g/kg, v. 0.), dexamethasone (0.001 g/kg
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intraperitoneally [i. p.]) or distilled water (control, v. 0.) for 30 min prior to carrageenan
injection (0.25 mL, 1% w/v in saline solution) in the peritoneal cavity. Four hours after
application of the irritating agent, the animals were sacrificed under deep ether
anesthesia, and the peritoneal cavity was immediately washed with 2 mL of
heparin/PBS solution. After a gentle massage, the peritoneal fluids were removed, and
the leukocytes were counted in a Neubauer chamber with a common optical
microscope under 40X magnification. The results are expressed as the mean of the
total number of leukocytes + standard error of the mean (x10%mm?3) for each group.

2.6 Antinociceptive evaluation
2.6.1 Acetic acid-induced writhing test

Using the method described by Koster et al. [28] and Vacher et al. [29],
experimental groups of 8 mice were treated (v. 0.) with EEJ (0.50 g/kg), FAL (0.25 g/kg
and 0.50 g/kg), indomethacin (0.01 g/kg) or distilled water (control). After 60 minutes,
all of the animals were injected with 0.8% acetic acid (0.1 mL/10 g weight, i. p.), a pain-
inducing agent, and evaluated every 5 min for a total of 20 min. The manifestation of
pain was noted by writhing followed by torsions of the trunk and extension of the
posterior limbs. The results are expressed as the mean number of writhing + standard
error of the mean as a function of the observation time.

2.7 Statistical analysis

The results are expressed as the mean + standard error of the mean (SEM).
Significant differences in the experimental data were assessed using analysis of
variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls test. All of the statistical analyses
were performed using Graph Pad Prism software, version 4.03. The level of
significance for rejection of the null hypothesis was 5% (p < 0.05) [30].

3 RESULTS
3.1 Carrageenan-induced paw edema

The anti-inflammatory effect of the EEJ assessed with the carrageenan-induced
paw edema model is shown in Table 1. Sub-plantar carrageenan injection produced
inflammatory edema that increased gradually, reaching a peak in the third hour after
injection of the irritant. The EEJ significantly inhibited edema for the first 5 h of
observation, reaching maximum activity in the fifth hour (79.5%). Indomethacin, the
reference drug, also reduced edema throughout the observation period.

3.2 Peritonitis test

The effects of EEJ and FAL on carrageenan-induced leukocyte migration are
shown in Table 2. Carrageenan administration enhanced the total number of
leukocytes to 2.35 + 213.1 leukocytes x 103/mm3. Pre-treatment with EEJ at doses of
0.50 and 1.00 g/kg reduced leukocyte number in a dose-dependent manner
corresponding to an inhibition of 37.1% and 52.9%, respectively. The 0.25 and 0.50
g/kg FAL doses also reduced leukocyte migration by 24.4% and 62%, respectively.



Aplndices 130

Dexamethasone (reference drug) decreased the cellular infiltrate by 61% relative to
the vehicle.

3.3 Acetic acid-induced writhing test

Table 3 shows the effects of EEJ and FAL on the acetic acid-induced writhing
test in mice. Oral treatment with EEJ at the 0.50 and 1.00 g/kg doses reduced the
number of writhing 60 min after administration in a dose-dependent manner.
Reductions of 52.2% (18 + 1.5 writhing) and 60.9% (14.9 + 2.5 writhing), respectively,
compared to the control group were observed. Similarly, the 0.25 and 0.50 g/kg FAL
doses reduced writhing up to 71.7% (10.6 £ 2.0 writhing) and 86.4% (5.1 + 1.1
writhing), respectively. Indomethacin (reference drug) generated 81.9% inhibition (7.0
+ 1.3 writhing).

4 DISCUSSION

Many conventional anti-inflammatory drugs used today to treat inflammatory
disorders are considered unsafe for treatment, as they cause various side effects and
serious adverse reactions in addition to being very expensive. Thus, additional
research is needed to develop more accessible, effective and safe products. In this
sense, natural products represent an excellent source of bioactive compounds that
have the potential to provide new therapeutic agents.

In this study, the anti-inflammatory effect of the EEJ was evaluated in a rat
carrageenan-induced paw edema model. Edema is one of the five cardinal signs of
inflammation and therefore is one of the parameters used to evaluate anti-inflammatory
processes and the anti-inflammatory activity of pharmaceuticals. In this model,
carrageenan is used to induce edema with a biphasic response. The initial phase is
observed during the first hour and is attributed to the release of histamine, serotonin,
bradykinin and cytokines that strongly contribute to cellular migration (primarily
neutrophils) to the inflammation site. The second phase of edema is characterized by
elevated prostaglandin production, COX-2 activation and NO release [31, 32]. In this
inflammation model, the EEJ was shown to reduce paw edema for the first 5 h of
observation and caused an anti-inflammatory response comparable to indomethacin,
the reference drug. This observed effect can be attributed to inhibition of the biphasic
response induced by carrageenan, and although the mechanism of action is still
unknown, it is possible that multiple mechanisms are involved, such as inhibition of
cyclooxygenase and/or lipoxygenase or inhibition of the synthesis, release and action
of other inflammatory mediators.

Similar results were found with other species in the genus Croton that also have
anti-inflammatory activity. C. cuneatus significantly inhibited paw edema for 4 h of
observation [4], and C. crassifolius inhibited paw edema in the third and fourth hour of
observation, but was ineffective in the first and second hour. It has been suggested
that these species act by inhibiting one or more inflammatory mediators [06]. The
effects reported for other species of the genus Croton were primarily attributed to the
presence of terpenes, alkaloids, flavonoids, tannins and sterols [33, 34, 19]. These
phytochemicals are also present in C. triqueter Lam. Therefore, it is possible that the
antiedematogenic activity shown by the EEJ might be caused by these biologically
active constituents. Due to the abundant presence of alkaloids and considering that
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this class of compounds is known for its anti-inflammatory properties, [35] we decided
to separate the FAL and assess its properties in other inflammation and pain models.

Another model used was the carrageenan-induced peritonitis test. In this model,
carrageenan, a sulfated polysaccharide, triggers acute inflammation causing the
sequential release of various pro-inflammatory mediators, especially histamine,
serotonin, kinins, prostaglandins and thromboxanes [36, 37]. This model allows the
quantification of leukocytes that migrated to the peritoneal cavity because of
chemotactic agents to measure sensitivity to steroidal anti-inflammatories [26, 38, 39].
Considering that the inhibition of leukocyte migration is one of the characteristic effects
of drugs with anti-inflammatory properties, we evaluated the influence of EEJ and FAL
on leukocyte migration to the peritoneal cavity. The oral administration of EEJ and FAL
reduced the number of leukocytes that migrated to the peritoneal cavity in a dose-
dependent manner, similar to dexamethasone, which was used as a positive control,
confirming the anti-inflammatory properties of EEJ and suggesting that alkaloids are
responsible for this activity.

Leukocyte migration is a fundamental inflammation processes that depends on
the production and release of chemotactic mediators, in addition to involving multiple
events such as leukocyte marginalization and rolling as well as adherence and
transmigration in the direction of the injured region. In this sense, it is possible that the
EEJ and FAL act in a manner similar to dexamethasone, an agent that reduces
migration by blocking the synthesis and/or release of chemotactic mediators [40].

In general, inflammatory processes are caused by the action of aggressors or
phlogistic agents that induce tissue lesions. In this process, various inflammatory
mediators are released that, in addition to acting on damaged tissues, are also capable
of generating pain. Thus, this study also evaluated pain from inflammation using the
acetic acid-induced writhing test in an attempt to observe whether both EEJ and FAL
can affect the inflammatory process and inflammatory pain.

In this model, administration of acetic acid causes inflammatory pain by inducing
capillary permeability and the release of endogenous substances that stimulate pain
nerve endings, such as prostaglandin E1 (PGE 1) and prostaglandin E2 (PGE 2) [41].
Additionally, it has been well established that the nociceptive response induced by
acetic acid is also dependent on the release of cytokines such as TNF-q, IL-18 and IL-
8 by modulating macrophages and mast cells located in the peritoneal cavity [42].

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are known to inhibit the COX
enzyme in peripheral tissues and therefore interfere in the transduction mechanism of
primary afferent nociceptors [43]. Thus, the reduction in the writhing number caused
by EEJ and FAL might be caused by blocking the synthesis and/or release of
endogenous substances that excite the pain nerve endings in a manner similar to
indomethacin and other NSAIDs, suggesting a possible peripheral analgesic action.
However, this test is non-specific, and analgesic opioids, tricyclic antidepressants and
NSAIDs also inhibit the nociceptive response in this model [44]. Similar results were
also found with Croton cordiifolius Baill. [45], Croton adamantinus [46] and Croton
malambo [47], which also inhibited pain in the same chemical nociception model.

In summary, this study demonstrated that EEJ and FAL have significant anti-
inflammatory and anti-nociceptive properties that are likely related to inhibition of the
synthesis and/or release of inflammatory mediators; however, further studies must be
performed to determine the exact mechanism of action for this plant species.
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Table 1. Effects of ethanolic extract of Croton triqueter Lam. (EEJ) (0.5 g/kg, p.0.) orindomethacin (Indo)
(0.01 g/kg) on carrageenan-induced paw oedema in rats.

Paw volume (mL)

Group

1h 2h 3h 4h 5h
Control 1.21 £0.59 1.45+£0.57 1.55+0.55 1.53+0.58 1.35+0.57
EEJ 0.39 +0.20* (69.8)  0.84 +0.35* (42.0) 0.58 +0.18* (62.6)  0.32+0.26* (79.0)  0.27 + 0.20* (79.5)
Indo 0.20 +0.06* (83.5) 0.33+0.10*(77.2) 0.61+0.16* (60.6) 0.28+0.11* (81.7)  0.20 + 0.11* (85.2)

Test extracts or drugs were administered 60 min before experiment. Values were expressed as mean +
S.E.M. (N=5). Significantly different from control (P<0.05). In parentheses: inhibition %.

Table 2. Effects of ethanolic extract of Croton triqueter Lam. (EEJ), Total Tertiary Alkaloidal Fraction
(FAL) or dexamethasone (Dexa) on carrageenan-induced peritoneal leukocyte migration in mice.

Number of leucocytic

Group Dose % 103/mm? Inhibition (%)
Control 2,350 £ 213.1 -

EEJ 0.50 g/kg 1,467 £+ 47.1* 37.6

EEJ 1.00 g/kg 1,108 + 77.9* 52.9
Control 2,975 + 355.0 -

FAL 0.25 g/kg 2,250 + 416.8 24.4

FAL 0.50 g/kg 1,130 + 222.8* 62.0
Dexa 0.001 g/kg 900 + 122.5* 61.7

Test extracts or drugs were administered 60 min before acetic acid injection. Values were expressed as
mean = S.E.M. (N=8). Significantly different from control (P<0.05).

Table 3. Effects of ethanolic extract of Croton triqueter Lam. (EEJ), Total Tertiary Alkaloids Fraction
(FAL) or indomethacin (Indo) on acetic acid-induced writhing test in mice.

Group Dose Number of writhes Inhibition (%)
Control 38.2+27 -—-

EEJ 0.50 g/kg 18.0 + 1.5* 52.2

EEJ 1.00 g/kg 14.9 + 2.5% 60.9
Control 38.7+4.7 -—-

FAL 0.25 g/kg 10.6 £+ 2.0* 71.7

FAL 0.50 g/kg 51+1.1* 86.4

Indo 0.01 g/kg 7.0+1.3" 81.9

Test extracts or drugs were administered 60 min before acetic acid injection. Values were expressed as
mean + S.E.M. (N=8). Significantly different from control (P<0.05).



