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RESUMO

A resposta imune, sobretudo aquela relacionada aos linfocitos T CD8 e células NK, ¢
essencial para combater células tumorais. Estudos recentes destacam o papel de fitoterapicos
no tratamento complementar em neoplasias, sendo o extrato de Pelargonium sidoides um
exemplo promissor, com propriedades imunomoduladoras. Os estudos sobre o potencial
citotoxico e antineoplasico dos linfocitos tratados com P. sidoides sdo escassos na literatura.
Nesse sentido, o presente estudo buscou analisar o efeito de Pelargonium sidoides (extrato
EPs® 7630) sobre a capacidade de linfocitos citotoxicos eliminar in vitro células tumorais de
origem hematologica, bem como realizar o screening fitoquimico do extrato, e determinar o
IC5, em células de linhagem tumoral Jurkat ¢ PBMCs. Foi realizada a andlise qualitativa
metabolitos em extrato etandlico comercial das raizes de Pelargonium sidoides (EPs® 7630)
Kaloba ®. Para a determinagdo do ICs, foi avaliado o tratamento por 24 horas nas
concentragdes 40, 400, 4.000, 40.000 e 400.000 pg/mL. A quantificagdo da morte celular foi
realizada por citometria de fluxo com a marcagdo de 7-amino-actinomicina D (7-AAD).
Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de individuos saudaveis e da linhagem
tumoral Jurkat foram cultivadas e expostas a diferentes tempos e concentragdes do extrato
EPs® 7630 para avaliar a citotoxicidade. A quantificagdo de morte também foi realizada pela
marcagdo com 7-AAD, identificada por citometria de fluxo. Os resultados do estudo
mostraram que o extrato EPs® 7630, obtido das raizes de Pelargonium sidoides, contém uma
variedade de metabolitos secundarios como cumarinas, fenois, flavonoides, flavonas e
flavanonas. As PBMCs apresentaram um ICs, de 60.470 ng/mL e a linhagem tumoral Jurkat,
63.700 pg/mL do extrato. No experimento em que PBMCs tratados por 24 horas com EPs®
7630, houve maior percentual de morte de células Jurkat pelas células tratadas com 100
ug/mL, comparado as células ndo tratadas e aquelas tratadas com 10 pg/mL. O tratamento nas
concentragdes de 50 pg/mL e 100 pg/mL promoveu maior morte de células tumorais em
relagdo ao grupo nao tratado no ensaio por 4 horas em tratamento concomitante. Quanto a
co-cultura por 6 horas, observou-se que houve maior percentual de morte de células Jurkat
naquelas tratadas com EPs® 7630 tanto na propor¢do 10:1, quanto 30:1. Os resultados aqui
apresentados sobre a potencializagdo da capacidade antitumoral de PBMCs pelo extrato EPs®
7630 de P. sidoides, estabelecem uma nova compreensao sobre a viabilidade da utilizacao do
farmaco como terapia complementar as neoplasias. Palavras-chave: Neoplasias
hematologicas;  fitoterapia;  Pelargonium  sidoides; EPs® 7630, citotoxicidade;

imunomodulagao.



ABSTRACT

The immune response, especially that related to CD8 T lymphocytes and NK cells, is essential
to combat tumor cells. Recent studies highlight the role of phytotherapeutics in the
complementary treatment of neoplasms, with Pelargonium sidoides (P. sidoides) extract being
a promising example, with immunomodulatory properties. Studies on the cytotoxic and
antineoplastic potential of lymphocytes treated with P. sidoides are scarce in the literature. In
this sense, the present study sought to analyze the effect of P. sidoides (EPs® 7630 extract) on
the capacity of cytotoxic lymphocytes to eliminate tumor cells of hematologic origin in vitro,
as well as to perform phytochemical screening of the extract and determine the ICs, in Jurkat
tumor cell line and PBMCs. Qualitative analysis of metabolites was performed on a
commercial ethanolic extract of the roots of P. sidoides (EPs® 7630) Kaloba®. To determine
the ICs,, treatment for 24 hours at concentrations of 40, 400, 4,000, 40,000 and 400,000
pg/mL  was evaluated. Cell death was quantified by flow cytometry with
7-amino-actinomycin D (7-AAD) labeling. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
from healthy individuals and the Jurkat tumor cell line were cultured and exposed to different
times and concentrations of the EPs® 7630 extract to evaluate cytotoxicity. Death was also
quantified by 7-AAD labeling, identified by flow cytometry. The results of the study showed
that the EPs® 7630 extract, obtained from the roots of Pelargonium sidoides, contains a
variety of secondary metabolites such as coumarins, phenols, flavonoids, flavones and
flavanones. PBMCs presented an ICs, of 60,470 pg/mL and the Jurkat tumor cell line, 63,700
ug/mL of the extract. In the experiment in which PBMCs were treated for 24 hours with EPs®
7630, there was a higher percentage of Jurkat cell death by cells treated with 100 pg/mL,
compared to untreated cells and those treated with 10 pg/mL. Treatment at concentrations of
50 pg/mL and 100 pg/mL promoted greater tumor cell death compared to the untreated group
in the assay for 4 hours in concomitant treatment. Regarding the co-culture for 6 hours, it was
observed that there was a higher percentage of death of Jurkat cells in those treated with EPs®
7630 in both the 10:1 and 30:1 ratio. The results presented here regarding the enhancement of
the antitumor capacity of PBMCs by the EPs® 7630 extract of P. sidoides provide new
insights into the potential of using this drug as a complementary therapy for neoplasms.
Keywords: Hematologic neoplasms; phytotherapy; Pelargonium sidoides; EPs® 7630;

cytotoxicity; immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias hematologicas compreendem um grupo diversificado de doengas
relacionadas ao sangue, medula 6ssea e 6rgdos linfoides, como leucemias, mieloma multiplo e
linfomas. Atualmente, a abordagem terapéutica relacionada a estas doengas envolve uma
variedade ou combinagdes de tratamentos, tais como quimioterapia, radioterapia,
imunoterapias, transplante de medula dssea e uso de células CAR-T (Auberger et al., 2020).

As terapias convencionais € seus aprimoramentos farmacologicos proporcionaram
uma melhora significativa no prognoéstico dos pacientes, chegando inclusive a cura em varios
casos. Entretanto, a resisténcia aos tratamentos atualmente disponiveis continua sendo um
desafio na pratica clinica, contribuindo de maneira significativa para as recidivas e o
insucesso das terapias. De fato, independentemente do tipo de tratamento utilizado, as células
malignizadas constantemente desenvolvem estratégias para se adaptarem e sobreviverem as
abordagens terapéuticas (Hofmann et al., 2023).

Nos ultimos anos, observou-se um crescente interesse no uso de terapias alternativas e
complementares para o tratamento do cancer em geral, incluindo o uso de produtos naturais
como os fitoterapicos. Essa busca ndo reflete apenas alternativas de baixo custo e facil acesso,
mas também visa aliviar os efeitos colaterais, a resisténcia aos tratamentos e a melhora da
saude geral do paciente (Yin, et al., 2013; Izuegbuna, et al., 2021).

Um estudo investigou as interagdes farmacodinamicas entre medicamentos anticancer
e tratamentos alternativos, como a fitoterapia. Reconhecendo a complexidade do tratamento
do cancer, o trabalho enfatizou a importancia das terapias convencionais, especialmente a
quimioterapia, no combate as metastases. Além disso, observou-se uma crescente tendéncia
entre os pacientes de associar fitoterapicos ao tratamento convencional (Okem et al., 2023).

O extrato obtido das raizes de Pelargonium sidoides (patenteado como EPs® 7630)
teve suas propriedades medicinais relatadas ao longo de varios anos pela populacdo nativa do
sul da Africa. Ja foram identificados no extrato diversos metabdlitos secundarios, como
flavonoides, taninos, fenois e acidos galicos (Kolodziej et al., 2003; Seidel e Taylor, 2004).
Foi também demonstrado que P. sidoides estimula as células natural killer, a liberagao de
fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon-f, aumenta a atividade fagocitaria e possui a
capacidade de intensificar a frequéncia dos batimentos ciliares de células nasais in vitro

(Kayser et al., 2001; Koch et al., 2002; Neugebauer ef al., 2005; Kolodziej et al., 2007).
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Pesquisas envolvendo fitoterdpicos podem levar a identificacdo de medicamentos com
propriedades antitumorais que sejam de facil administragdo, contribuindo para o tratamento
de doengas como o cancer. (Costa-Lotufo ef al., 2010). Nesse contexto, este estudo investiga o
papel do extrato de Pelargonium sidoides, reconhecido por suas propriedades medicinais, em
potencializar a atividade de linfocitos citotoxicos contra células tumorais de origem

hematologica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. RESPOSTA IMUNE E AS NEOPLASIAS MALIGNAS

Os linfécitos T CDS e as células natural killer (NK), juntos denominados linfocitos
citotoxicos (LTCs), atuam como efetores essenciais na defesa contra células infectadas por
virus ou células tumorais (Sun et al., 2011). Apés o reconhecimento do alvo, LTCs podem
elimind-lo por citotoxicidade direta, formando uma sinapse imunoldgica que direciona
granulos citotdxicos para a célula-alvo, bem como podem ocorrer interagdes com o ligante
FAS que induz a morte celular por apoptose (Lettau ef al., 2011; Braumuller ef al., 2013).

A ativacao dos linfocitos T CD8 comega com a interagao com células apresentadoras
de antigenos, como as células dendriticas, permitindo o reconhecimento do antigeno por meio
do MHC de classe I e estimulando a produgdo de citocinas, como a IL-2. Essa citocina ¢é
fundamental para a diferenciacdo das células T em efetoras ou de memoria (Meuer ef al.,
1987; Verbist et al., 2016). Além disso, sinais coestimuladores, como o receptor CD28 e o
ligante B7, sdo importantes para a ativagdo destas células (Esensten ef al., 2016).

As células NK reconhecem suas células-alvo utilizando receptores especificos em sua
superficie. Os receptores inibitorios das células NK, como os que se ligam a moléculas de
MHC classe I (MHC-I), ajudam a distinguir entre células saudaveis e células potencialmente
danosas. Quando as células apresentam MHC-I, os receptores inibitdrios geralmente
sinalizam que a célula ¢ saudéavel, inibindo a ativagdo da célula NK. Se a célula-alvo ndo
expressa MHC-I ou apresenta sinais de estresse, os receptores ativadores das células NK
podem desencadear uma resposta citotoxica (Vivier e Anfossi, 2004; Long, 2008). Elas
também podem reconhecer células marcadas por anticorpos através do receptor CD16a,
desencadeando a citotoxicidade mediada por anticorpos, um mecanismo importante para a

eficacia de terapias com anticorpos, como o rituximabe (Hatjiharissi et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1 - Mecanismos de citotoxicidade antitumoral das células NK.
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Fonte: Fantini ef al., 2023.

(A) Citotoxicidade direta: as células NK liberam granzimas e perforinas para destruir células tumorais. (B)
Citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC): receptores CD16 ligam-se a anticorpos
direcionados aos tumores, ativando a morte celular. (C) Apoptose: ligantes das células NK (TRAIL e FasL)

interagem com receptores de morte nas células tumorais, induzindo apoptose com apoio de TNF-a.

Nesse sentido, as células NK possuem propriedades antitumorais distintas das células
T, pois ndo necessitam de ativagao especifica por antigeno e conseguem reconhecer uma
variedade de células neoplasicas. Elas também controlam metéstases e auxiliam na resposta
imunoldgica adaptativa. Ao contrario das células T, as células NK sdo seguras em transplantes
alogénicos e sdo eficazes contra tumores que reduzem a expressao de MHC-I, o que as torna
uma ferramenta promissora para complementar outras terapias oncologicas (Olson et al.,
2010; Simonetta et al., 2017; Myers et al., 2021; Laskowski et al., 2022).

Embora existam células imunes ativadas em pacientes com neoplasias malignas, o
sistema imunologico muitas vezes falha em prevenir tumores e limitar sua disseminagdo
(Dunn et al., 2004). Isso se deve ao fato que muitos tumores desenvolveram mecanismos para
escapar do sistema imune do hospedeiro. As células tumorais se assemelham as células

saudaveis em alguns aspectos, o que dificulta o reconhecimento pelo sistema imunologico.
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Além disso, as células neoplasicas sofrem mutacdes que reduzem a expressao de antigenos,
dificultando ainda mais o reconhecimento pelo sistema imunologico. A alta taxa de
proliferagdo pode sobrecarregar o sistema imune, desencadeando um processo de anergia dos
linfécitos citotdxicos, ao tentar eliminar todas as células malignas (Schwartz, 2003).

Essa capacidade das células neoplésicas em escapar do sistema imunoldgico também
estd relacionada a resisténcia aos tratamentos, o que representa um desafio significativo na
luta contra o cancer. Esse fendmeno pode ocorrer de diversas maneiras, incluindo a ativacao
de vias de sinalizagdo que promovem a sobrevivéncia das células tumorais, a alteracao de
proteinas-alvo dos tratamentos, e a capacidade de se adaptar a ambientes adversos (Ghosh et
al., 2019; Vasan et al., 2019). Essa capacidade de resisténcia ¢ uma das razdes que tornam o

tratamento do cancer tdo desafiador.

2.2. NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

As neoplasias hematologicas sdo um grupo heterogéneo caracterizado pelo
crescimento anormal de células sanguineas em diferentes estigios de maturagdo. A
classificagdo das malignidades hematoldgicas ¢ realizada pela Organizagdo Mundial da Satde
(OMS) e aborda diversos critérios como a origem da célula neoplasica (mieloide ou linfoide),
seu desenvolvimento agudo ou cronico, além de suas caracteristicas clinicas, morfologicas e
genéticas especificas (Mendéz-Ferrer et al., 2020). A diferenciagdo das células-tronco
hematopoiéticas na medula dssea estd esquematizada na Figura 2.

As neoplasias mieloides incluem doengas mielodispladsicas e doengas
mieloproliferativas. As doengas mielodisplasicas sdao um grupo de distirbios hematologicos
que afetam a produgdo e a maturagdo das células sanguineas na medula dssea, resultando em
células anormais. Por outro lado, as doengas mieloproliferativas envolvem uma producdo
excessiva e descontrolada de células sanguineas, que podem levar a complicagdes como
trombose ou hemorragias. Exemplos dessas condi¢des incluem a policitemia vera,
trombocitemia essencial, mielofibrose primaria, leucemia mieloide cronica e a leucemia

mieloide aguda (Swerdlow et al., 2017; Khoury et al., 2022).
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Figura 2 - Representagdo da diferenciagdo das células-tronco hematopoiéticas na medula dssea.
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Fonte: BioRender adaptado pela autora, 2024.

As neoplasias linfoproliferativas abrangem subtipos de linfomas, mielomas multiplos
e leucemias. A tultima edi¢do do Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues da OMS, a 5 edigdo publicada em 2022, trouxe atualizagdes importantes sobre
linfomas. A classificagdo dos linfomas foi revisada para refletir novas descobertas em
genética, biologia celular e imunologia. Linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin foram
mantidos, mas com subtipos mais bem definidos e critérios diagndsticos refinados. As
leucemias agudas, por sua vez, sdo caracterizadas pela perda da capacidade maturativa do
clone neoplasico, sendo classificadas como mieloides, fendtipo misto e leucemias
linfoblasticas de células B e T (Zago et al., 2014; Swerdlow et al., 2017; OMS, 2022).

Segundo os dados do GLOBOCAN 2022, a estimativa mundial de novos casos de
neoplasias hematologicas sao 82.469 casos de linfoma de Hodgkin, 553.389 casos de outros
subtipos de linfomas, 187.952 casos de mieloma multiplo e 487.294 casos de leucemias. Em
relagdo as estimativas de mortes, os nimeros sdo 22.733 mortes de linfoma de Hodgkin,
250.679 mortes por outros subtipos de linfomas, 121.388 mortes por mielomas multiplos e
305.405 mortes por leucemias. Além disso, ¢ importante ressaltar que as neoplasias
hematologicas sdo mais prevalentes em homens do que em mulheres, conforme observado nos

dados epidemiologicos (Bray et al., 2024).
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No Brasil, a incidéncia das neoplasias hematologicas ¢ significativa. Conforme os
dados do INCA para o triénio de 2023 a 2025, estima-se que ocorrerdo 11.540 novos casos de
leucemia por ano, resultando em um risco de 5,33 por 100 mil habitantes. A leucemia ¢ a
décima mais comum entre os tipos de cancer, variando em frequéncia entre as regides, sendo
a sexta mais frequente na Regido Norte e Nordeste, a 11* na Regido Sudeste, a 12* na Regido
Centro-Oeste e a 14" na Regido Sul. Entre as mulheres, a leucemia ocupa a sexta posi¢ao na
Regido Norte e a nona na Regido Nordeste, enquanto nas demais regides varia de 11* a 13*
posi¢ao (INCA, 2022).

O linfoma de Hodgkin tem uma estimativa de 3.080 novos casos anuais, com um risco
de 1,41 por 100 mil habitantes, sendo o 20° tipo de cancer mais comum. Em homens, é o 16°
mais frequente em todas as regides, com maior incidéncia na Regido Sul e um risco de 1,41
por 100 mil habitantes. Para mulheres, ¢ o 18° mais comum nas Regides Norte, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul, e o 19° na Regido Nordeste. Ja o linfoma nao-Hodgkin, com 12.040 novos
casos anuais € um risco de 5,57 por 100 mil habitantes, ocupa a nona posi¢do geral. Em
homens, € o oitavo mais frequente na Regido Sul e varia de nona a décima posi¢ao nas demais
regides. Entre as mulheres, o linfoma nao-Hodgkin ¢ o oitavo na Regido Sul e 0 12° a 14° nas
demais regides. Esses dados ressaltam a importancia de estratégias eficazes de diagnostico e
tratamento para esses tipos de cancer (INCA, 2022).

A escolha do tratamento individualizado, adequado para cada paciente ¢ determinada
por varios fatores, como o tipo de neoplasia, o estdgio do cancer no momento do diagnostico,
o potencial de crescimento das células tumorais, a resposta a terapia inicial ¢ de manutengao,
o potencial de recidiva, o potencial metastatico e a precisdo do tratamento. Essas terapias
podem abranger quimioterapia, radioterapia, terapia-alvo, imunoterapia, células CAR-T e
transplante de células-tronco hematopoiéticas, incluindo abordagens combinadas quando
necessario (Lichtman, 2008; Ghosh et al., 2019).

Complementando as abordagens convencionais, as terapias alternativas tém
despertado interesse crescente no tratamento de neoplasias hematoldgicas. Um exemplo
notavel ¢ o uso de medicamentos derivados de plantas, como a Vincristina e a Vimblastina,
extraidas da planta Catharanthus roseus. Esses quimioterapicos sao amplamente utilizados no
tratamento de leucemias e linfomas demonstrando eficacia no combate as células neoplésicas
(Galindo-Solis e Fernandez, 2022). A fitoterapia, com suas raizes na medicina popular,
continua a ser alvo de estudo e pesquisa para explorar seu potencial no enfrentamento dessas

doencas hematologicas. A integracdo dessas terapias alternativas com o tratamento
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convencional pode oferecer novas perspectivas e opgdes para os pacientes (Cassileth et al.,
2003).

2.2.1 Células Jurkat

As culturas celulares existem ha quase um século e, embora fossem consideradas uma
metodologia relativamente simples, geraram resultados bastante significativos (Drexler e
Minowada, 1998). Em 1951, na Universidade Johns Hopkins, nos EUA, George Gey e sua
equipe estabeleceram a primeira linhagem celular humana imortalizada, chamada HelLa, a
partir de células do tumor de Henrietta Lacks. Desde entdo, a linhagem HeLa tem sido
utilizada em uma ampla gama de estudos, incluindo pesquisas sobre cancer, virologia e
genética. A capacidade dessas células de se dividir indefinidamente permitiu aos cientistas
realizar experimentos em larga escala e desenvolver novos tratamentos e vacinas, impactando
na pesquisa cientifica e na melhoria da saide humana (Lucey et al., 2009).

Seguindo o legado da HeLa, outras linhagens celulares humanas imortalizadas
também desempenharam um papel importante em diversas areas da ciéncia. Um exemplo
notavel ¢ a linhagem Jurkat, derivada de uma leucemia linfoblastica de células T, que se
tornou crucial na pesquisa da area da imunologia. Estabelecida na década de 1970, a linhagem
Jurkat permitiu o aprofundamento do estudo da ativagdo das células T e sua resposta a
infeccdes, como no caso do HIV (Abraham et al, 2004) (Figura 3). Essas células
possibilitaram a descoberta de mecanismos de sinalizacdo intracelular e a identificacdo de
moléculas essenciais para o entendimento da infec¢do viral, como os receptores CD4 e os
co-receptores CXCR4 e CCRS, que desempenham papéis fundamentais na entrada do HIV
nas células hospedeiras. Assim como a linhagem HeLa, a Jurkat também impulsionou o

desenvolvimento de novos tratamentos (Montano et al., 2014).
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Figura 3 - Aspectos microscopicos das células Jurkat.

ATCC Number: TIB-152
Designation: Jurkat (Clone Eé-1)
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Fonte: ATCC (https://www.atcc.org/products/tib-152)

2.3. TRATAMENTO FITOTERAPICO

A fitoterapia é uma pratica terapéutica que utiliza plantas medicinais e seus extratos no
tratamento, preven¢do e cura de diversas condi¢des, uma tradicdo antiga que permanece em
uso até os dias atuais. Os fitoterapicos, produzidos a partir de plantas e extratos concentrados
que preservam seus compostos naturais, podem ser preparados tanto em farmdcias de
manipulagdo quanto em industrias farmacéuticas (Maciel et al., 2002; Ferreira et al., 2022).
Conforme dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), aproximadamente 80% da
populacdo mundial utiliza plantas medicinais para suprir suas necessidades de saide na
Atencao Primaria (OMS, 1998).

Além de oferecer uma alternativa segura e acessivel, a fitoterapia apresenta vantagens
significativas em relagdo aos medicamentos sintéticos tradicionais, como a redugdo de efeitos
colaterais € o menor custo de tratamento, o que a torna uma opg¢ao viavel para populacoes de
baixa renda e para sistemas de saude publica, como o Sistema Unico de Satde (SUS) (Santos
et al., 2011; Zimmermann- Klemd et al., 2022).

No Brasil, a fitoterapia comegou a receber maior atengdo no SUS a partir dos anos
2000. Em 2006, foi instituida a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, e, em
2009, surgiu o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. O objetivo dessas

medidas € garantir o uso seguro e racional das plantas medicinais, além de fomentar pesquisas
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cientificas para avaliar sua eficicia e seguranga. Em 2010, o Ministério da Satide também
implementou a Farmacia Viva no SUS, que tem como finalidade integrar a fitoterapia aos
servigos de saude publica. Através dessa iniciativa, medicamentos fitoterapicos passaram a ser
disponibilizados gratuitamente nas unidades basicas de satude, e profissionais de saude foram
capacitados para orientar a populacdo sobre o uso adequado dessas plantas (Santos et al.,
2011).

Metabolitos secundarios de plantas, como flavonoides, saponinas e alcaloides, sdo os
principais responsaveis pelos efeitos terapéuticos na saude humana, oferecendo atividades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antineoplasicas. Além disso, esses compostos
desempenham um papel fundamental na defesa da planta, protegendo-a de predadores,
patogenos e estresses ambientais (Cunha et al., 2016). Dentre as plantas medicinais estudadas,
o Pelargonium sidoides se destaca pelo seu extrato EPs® 7630, que tem ganhado notoriedade

por suas propriedades imunomoduladoras.

2.2.3 EPs® 7630

Pelargonium sidoides, uma planta nativa da Africa do Sul pertencente a familia
Geraniaceae, tem sido tradicionalmente usada na medicina devido as suas propriedades
terapéuticas em disturbios gastrointestinais e infec¢des do trato respiratdrio (Brendler e Van
Wyk, 2008). O EPs® 7630, um extrato etandlico patenteado derivado das raizes de
Pelargonium sidoides, foi desenvolvido por Dr. Willmar Schwabe GmbH & Co. KG. em
Karlsruhe, Alemanha (Figura 4). O extrato ¢ resultado de décadas de pesquisa e
desenvolvimento e sua composi¢ao exclusiva e processo de extracdo garantem a preservacao

dos compostos bioativos responsaveis por suas atividades terapéuticas (Papies et al., 2021).
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Figura 4 - Pelargonium sidoides e EPs® 7630.
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Fonte: Compilagdo do autor. (A) Medicamento fitoterapico Kaloba (EP*® 7630) pela empresa Herbarium em
forma de conta gotas e capsulas; (B) Parte aérea de Pelargonium sidoides; (C) Raizes de Pelargonium sidoides
via Google Imagens.

O extrato cont¢ém uma variedade de compostos, incluindo 4cidos fendlicos,
flavonoides, taninos, acido galico e cumarinas (Moyo et al., 2014). Entre as cumarinas,
umckalin (7-hidroxi-5,6-dimetoxicumarina), foi encontrada apenas nessa espécie até entdo
relatada pela literatura (Kayser e Kolodziej, 1995; Franco ef al., 2010). Essa cumarina parece
estar relacionada com as propriedades imunomoduladoras e antibacterianas, como a inducdo
de oOxido nitrico por macrofagos murinos infectados com Leishmania e inibicdo do
crescimento da bactéria Mycobacterium smegmatis (Mativandlela et al., 2007; Théle et al.,
2011).

Um estudo demonstrou que o EPs® 7630 influenciou o sistema imunoldgico inato ao
promover a proliferacdo das células NK, conforme observado em PBMCs de individuos
saudaveis (Polisello et al., 2022). Essa descoberta complementa os achados anteriores de um
resumo apresentado no 43rd Spring Meeting of the German Society of Experimental and
Clinical Pharmacology and Toxicology, que mostraram que o extrato aquoso-etanolico de
raizes de Pelargonium sidoides estimulou a sintese de interferon-p e a atividade das células
NK (Koch et al., 2002).

Pesquisas mostraram que o EPs® 7630 estimula a liberagdo de d6xido nitrico (NO),

juntamente com a expressao de diferentes citocinas, como a IL-22 (Théle ef al., 2011; Witte et
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al., 2015; Witte et al., 2020). Além disso, em pacientes com rinossinusite bacteriana aguda, o
extrato demonstrou aumentar os niveis das quimiocinas, CXCL10 e CCL2, sugerindo efeitos
imunomoduladores especificos durante infecgdes respiratorias agudas (Peri¢ et al., 2021).
Esses achados indicam o potencial do EPs® 7630, que pode ser importante na eliminagio de
células tumorais hematoldgicas por meio do fortalecimento da resposta dos linfocitos
citotoxicos.

No contexto das neoplasias hematoldgicas, o potencial do EPs® 7630 como um agente
que fortalece o sistema imune pode ser especialmente relevante. A influéncia positiva desse
extrato na resposta imune do organismo pode ser crucial no suporte ao tratamento dessas
condi¢des, promovendo um ambiente mais favoravel para os tratamentos convencionais.
Contudo, apesar do grande interesse por parte dos pesquisadores pelas propriedades de P
sidoides, ainda existem lacunas no conhecimento quanto as vias de atuag¢ao do seu extrato em

células do sistema imune que precisam ser esclarecidas.
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3. HIPOTESE

Pelargonium sidoides tem a capacidade de aumentar a atividade citotoxica de

linf6citos citotoxicos a fim de eliminar células leucémicas.

3.1. JUSTIFICATIVA

Conhecendo a importancia do papel dos linfocitos citotoxicos na defesa contra células
tumorais, mas reconhecendo que em alguns casos a resposta imune mediada por essas células
ndo consegue ser eficiente, seja por um estado de exaustdo ou anergia, torna-se relevante
estudar estratégias que visem restaurar sua capacidade funcional nessas situacdes.

Os estudos sobre o potencial citotoxico e antineoplasico dos linfocitos tratados com P,
sidoides frente as células neopléasicas hematologicas sdo escassos na literatura. Nesse sentido,
a realizagdo de novas pesquisas torna-se necessaria para esclarecer os mecanismos de a¢ao do

EPs® 7630.
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4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Analisar o efeito de Pelargonium sidoides (extrato EPs® 7630) sobre a capacidade de

linfocitos citotoxicos eliminar in vitro células Jurkat.

4.2. ESPECIFICOS

e Realizar o screening fitoquimico do extrato comercial etanolico EPs® 7630;

e Determinar o ICs, (concentragdo inibitoria) do EPs® 7630 sobre células de linhagem
tumoral Jurkat e PBMCs;

e Analisar a capacidade de linfocitos citotoxicos tratados com EPs® 7630 induzir a morte

de c¢lulas de linhagem tumoral hematolégica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este ¢ um estudo transversal analitico e de cardter bioldgico, com abordagem
quantitativa do tipo experimental. Foram incluidos no estudo 8 individuos saudaveis, sendo 4
homens e 4 mulheres, com idades entre 25 ¢ 40 anos, sem histérico de neoplasias, doengas
autoimunes ¢ doencgas infecciosas cronicas ou ativas no momento da inclusdo do estudo. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM (sob o protocolo
CAAE:70374623.9.00008667). Apés a aplicagdo e aceite do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), foram coletados 15 mL de sangue de cada participante do projeto, por
meio de pun¢ao venosa, em tubo contendo heparina. Foi analisada a capacidade citolitica dos
linfocitos citotoxicos tratados com extrato de P. sidoides. Este estudo contou com apoio
financeiro da Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), por
meio do edital Demanda Universal 001/2023, processo APQ-03061-23.

5.2. SCREENING FITOQUIMICO

Foi realizada a andlise qualitativa de cumarinas, alcaloides e taninos, fenol total,
flavonol, flavonas e flavanonas em extrato etandlico comercial das raizes de Pelargonium
sidoides (EPs® 7630) obtida comercialmente de Dr. Willmar Schwabe GmbH & Co. KG.
(Karlsruhe, Alemanha) — importado e distribuido pela Herbarium Laboratorio Botanico Ltda.
As concentragodes utilizadas foram: 825mg/mL (puro), Img/mL e 100ug/mL do extrato. Os
testes realizados foram de natureza qualitativa com objetivo de determinar a presenga ou
auséncia do metabolito secundario especifico. Os testes foram conduzidos em triplicata
bioldgica e duplicata experimental, no Laboratorio de Estudos Farmacoldgicos da

Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

5.2.1 Identificacdo da presen¢a de cumarinas

Para a analise de detec¢do de cumarina sob luz ultravioleta, foi realizada por meio da
reacdo entre solucdo alcodlica de hidroxido de potéssio e o fitoterapico. E foram utilizadas
duas amostras, extrato etanolico de Kaloba® (EPs® 7630 - Pelargonium sidoides) e
Venalot” (Takeda Pharma Ltda., Jaguariina — SP). O medicamento Venalot®, foi utilizado
como controle positivo, uma vez que continha cumarina em sua formulacdo. As amostras
foram expostas a luz ultravioleta (365 nm), para observagao de fluorescéncia azul ou verde ¢ a

fluorescéncia emitida foi observada como um indicativo da presenga de cumarina. A amostra
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contendo o extrato vegetal, foi analisada sob as mesmas condigdes para avaliar se havia a
presenga de compostos com propriedades fluorescentes similares aos dos controles (Matos,

1997).

5.2.2 Identificacao da presenca de alcaloides

De acordo com o método descrito por Costa (2002), que utiliza os reagentes de Mayer,
Bertrand, Dragendorf e Wagner e promove a formagao de precipitados quando ha alcaloides
nas amostras. O Buscopan®, (Boehringer Ingelheim do Brasil Quim. e Farm. Ltda.,
Itapecerica da Serra — SP) que possui na sua composi¢do a escopolamina (alcaloide), foi

utilizado como controle positivo da reagdo.

5.2.3 Identificacdo da presenca de taninos

A quantificagdo dos taninos presentes no extrato foi verificada pelo teste de Braymer.
Essa técnica ¢ realizada utilizando dois métodos distintos, cada um voltado para a detecgdo e
identificacdo de taninos especificos, como os condensados e hidrolisaveis. O método utilizado
para a deteccdo de taninos condensados e/ou hidrolisaveis seguiu a metodologia de Matos
(1997), que descreve a preparacdo de uma solucdo de cloreto férrico a 10% em metanol.
Segundo esse procedimento, os taninos hidrolisdveis adquirem uma coloragdo azul, enquanto
os taninos condensados desenvolvem uma tonalidade verde. Para a identificagdo de taninos
hidrolisaveis, foi empregada a metodologia recomendada pela Sociedade Brasileira de
Farmacognosia em 2009. Nesse procedimento, o extrato foi misturado a uma solugdo

contendo acido acético a 10% e uma solugdo de acetato de chumbo também a 10%.

5.2.4 Identificacdo da presenca de fenol total
A anélise qualitativa de fenois totais foi verificada através de técnica colorimétrica
que emprega o reagente de Folin-Ciocalteu, que forma um produto de coloragdo azulada
quando compostos fenolicos estdo presentes (Roesler et al., 2007). O teste foi acompanhado

de substancia padrao controle (acido galico).

5.2.5 Identificacdo da presenca de flavonois, flavonas e flavanonas
A presenca de flavonoides no fitoterdpico foi verificada através de métodos
colorimétricos que utilizam os reagentes cloreto de aluminio e 2,4-dinitrofenilhidrazina para

identificacdo de flavonois/flavonas e flavanonas, respectivamente, formando um produto
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colorido. A quercetina (flavonol/flavona) e naringina (flavanona) foram utilizadas como

controle positivo reacional (Chang et al., 2002).

5.3. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E CULTIVO DAS CELULAS DE
LINHAGENS TUMORAIS

Apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) as amostras
de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo heparina por venopuncao.

As PBMCs de individuos saudaveis foram separadas a partir do sangue periférico por
meio do gradiente de densidade Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare, Uppsala, Suécia),
conforme recomendacdes do fabricante. Células da linhagem tumoral, Jurkat (ATCC
TIB-152) - leucemia linfoblastica de células T, foram cultivadas em meio Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos)
suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) (Life Technologies, Grand Island, NY,
Estados Unidos), L-glutamina 2mM/mL (Life Technologies, Grand Island, NY, Estados
Unidos), 100 U/mL de penicilina e estreptomicina (Life Technologies, Grand Island, NY,
Estados Unidos). As células foram mantidas em uma incubadora umida com atmosfera de

CO, a 5% e 37°C.

5.4. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

O ICs, (concentragdo inibitoria 50%) ¢ definido como a concentragdo de uma
substancia necessaria para reduzir pela metade a viabilidade de uma populagdo celular. No
presente estudo, a avaliacdo do ICs, foi realizada para determinar se o extrato EPs® 7630
apresenta toxicidade significativa em células normais (PBMCs) ou tumorais (Jurkat),
assegurando que os efeitos imunomoduladores observados nos experimentos subsequentes
ndo sejam atribuidos a morte celular direta induzida pelo fitoterapico.

Foram semeadas aproximadamente 1 x 10° PBMCs de individuos saudaveis e células
da linhagem tumoral Jurkat por pogo, em placas de cultura de 96 pocgos, para a avaliacdo do
ICs, do extrato EPs® 7630. O experimento foi realizado em quadruplicatas bioldgicas e
duplicata experimental. Foram avaliadas as concentragdes do extrato EPs® 7630: 40, 400,
4.000, 40.000 e 400.000 pg/mL. As células foram mantidas em incubadora com atmosfera 5%
de CO, a 37°C por 24 horas.

A quantificagdo da morte celular foi realizada por citometria de fluxo com a marcagao

de 7-amino-actinomicina D (7-AAD) (Carlsbad, CA, Estados Unidos), marcador de morte
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celular, por 15 minutos, no escuro, para identificar o total de células mortas. A aquisicao das
amostras foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences) e foram
registrados 50.000 eventos para a quantificagdo do marcador. Os dados foram analisados no
software FlowJo® 10.8.1 (Becton Dickinson) e os percentuais de células mortas foram
planilhados no programa Microsoft Excel® (Microsoft Corp., Redmond,. WA, Estados

Unidos) para posterior analise.

5.5. AVALIACAO DO POTENCIAL TUMORICIDA DE LINFOCITOS
CITOTOXICOS TRATADOS COM EPs®7630

A avaliagdo efeito do EPs® 7630 sobre o potencial tumoricida de PBMCs contra
células Jurkat foi realizada em diferentes tempos e concentragdes do medicamento.

Em um primeiro momento, PBMCs de individuos saudéveis, previamente isoladas por
gradiente de densidade, foram tratadas com EPs® 7630, nas concentragdes 10, 50 e 100ug/mL.
As células foram semeadas em placas de 96 pogos e cultivadas em incubadora CO, a 37°C por
24 horas. Apos esse periodo, as PBMCs foram lavadas com meio RPMI e entdo foram
colocadas em co-cultura com células Jurkat, na propor¢ao 10:1, por 4 horas.

Em uma segunda analise, PBMCs isolados de individuos saudaveis foram colocados
em co-cultura com células Jurkat (na propor¢do 10:1), com tratamento com EPs® 7630
(concentracdes de 50pg/mL e 100pug/mL) e sob estimulo de 1000U de IL-2 (Thermo Fisher
Scientific, Cranbury, NJ, Estados Unidos). Adicionalmente, foram combinados os tratamentos
IL-2 (1000U) + 50pg/mL e IL-2 (1000U) + 100pg/mL do extrato neste ensaio.

Por fim, PBMCs foram colocados em co-cultura com c¢lulas Jurkat, em duas
diferentes propor¢des (10:1 e 30:1), com e sem tratamento com EPs® 7630, na concentra¢do
de 50ug/mL, por 6 horas.

Todos os testes foram realizados em triplicatas biologicas e as amostras em co-cultura
foram mantidas em incubadora imida com atmosfera 5% de CO, a 37°C. A quantificacao da
morte das células tumorais foi realizada por citometria de fluxo com a marcagao de 7-AAD
nas células mortas. As amostras foram adquiridas em citdmetro de fluxo FACSCanto II (BD
Biosciences) e foram registrados 10.000 eventos para a quantificagdo dos marcadores. Os

dados foram analisados no software FACSDiva™ v6.1.3 (Becton Dickinson).

5.6. ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo entre os grupos foi realizada por meio do software GraphPad Prism©

9.0.0. A concentracdo inibitdoria (ICsy) foi determinada por regressdo nao linear. Os dados
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relacionados a citotoxicidade foram inicialmente submetidos a uma andlise estatistica
descritiva para calcular medidas de tendéncia central e de dispersdao. Em seguida, foram
aplicados os testes de normalidade Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Apos verificar a
distribuicao normal dos dados, utilizou-se o teste t pareado, para comparagao de dois grupos,
ou ANOVA de medidas repetidas para comparacdo de trés ou mais grupos. As diferengas

foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor que 0,05.

6. RESULTADOS

6.1. SCREENING FITOQUIMICO

6.1.2. Andlise qualitativa de cumarinas, alcaloides, taninos, fenol total, flavonol,
flavona e flavanona

Os testes realizados de forma qualitativa revelaram a presenca dos metabolitos
secundarios no extrato alcoodlico comercial de EPs® 7630. Os resultados do screening
fitoquimico indicaram a presenca de cumarinas, fenois totais, flavonois, flavonas e flavanonas

e a auséncia de alcaloides e taninos, pelos métodos utilizados (Figura 5).

Figura 5 - Determinagdo qualitativa de cumarinas em extrato alcodlico comercial de EPs® 7630, pelo

método de hidroxido de potassio e luz UV.

Controle positivo Venalot® (A) e extrato EPs® 7630 (B).

Figura 6 - Determinagdo qualitativa de alcaloide em extrato alcodlico comercial de EPs® 7630, pelos

métodos de Mayer, Bertrand, Dragendorff e Wagner.
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A formagdo de precipitado indica resultado positivo para o controle (Buscopan®), enquanto o EPs®

7630 apresentou resultado negativo. EPs® 7630 (A) e Buscopan® (B).

Figuras 7 e 8 - Determinacdo qualitativa de taninos em extrato alcodlico comercial de EPs® 7630, pelo

teste de Braymer.

EPs® 7630 apresentou resultado negativo para taninos em ambos os experimentos. No Experimento 1, a amostra
de EPs® 7630 ndo exibiu uma coloragdo esbranquigada, indicando auséncia de taninos. No Experimento 2, a
amostra A (controle, acido galico/acido tanico) apresentou coloragdo azul esverdeado, confirmando resultado
positivo para taninos, enquanto a amostra B (EPs® 7630) nio exibiu mudangas de coloracdo, confirmando

resultado negativo.

Tabela 1. Determinagdo qualitativa de cumarinas, alcaloides, taninos, fenois, flavonol, flavonas e flavanonas em

extrato comercial etandlico EPs® 7630

Testes Técnica utilizada Resultado
Cumarinas Luz UV e hidréxido de potassio Positivo
Alcaloides Mayer, Bertrand, Dragendorf e Negativo

Wagner
Taninos Teste de Braymer Negativo
Fenois totais Folin-Ciocalteu Positivo
Flavonois ¢ Flavonas Quercetina Positivo

Flavanonas Narigin Positivo
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6.2. CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE PELARGONIUM SIDOIDES (EPs® 7630)
EM PBMCs E CELULAS JURKAT

Os valores de ICs, do extrato EPs® 7630 em PBMCs e células Jurkat foram obtidos por
meio da detecgdo de células marcadas com 7-AAD por citometria de fluxo. As PBMCs
apresentaram um ICs, de 60.470 pg/mL (R? = 0,9949) e na linhagem tumoral Jurkat, o ICs, foi
de 63.700 pg/mL (R?=0,9995) (Figura 6).

Figura 9 - indice de citotoxicidade do extrato etandlico EPs® 7630 (Pelargonium sidoides) em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e em células de linhagem Jurkat.
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7-AAD: 7-amino-actinomicina D (marcador de morte celular).

Durante a execugdo deste experimento, foi realizada a andlise de indu¢ao de morte
com solucao contendo etanol e glicerol, como controle veiculo, na propor¢ao correspondente
a concentragdo de 4.000 pug/mL de EPs® 7630. Este tratamento ndo promoveu morte
substancial de células Jurkat. Comparando os indices de morte induzida pelo controle veiculo
e aqueles em cé€lulas ndo tratadas, ndo foi observada diferenga significativa (médias 0,17% vs.

0,20%, p = 0,7418) (Figura 7).
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Figura 10 - Comparagio da capacidade de indugdo de morte pelo controle veiculo do extrato etandlico EPs®

7630 (Pelargonium sidoides) em células de linhagem Jurkat e em células ndo tratadas
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NT: nao tratado; CVV: controle veiculo. 7-AAD: 7-amino-actinomicina D (marcador de morte celular). Teste t
pareado: p=0,7418.

6.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE CITOLITICA DE LINFOCITOS
CITOTOXICOS TRATADOS COM EPs® 7630

Quanto a capacidade de eliminagdo de células tumorais pelos linfécitos citotdéxicos, os
resultados do teste de ANOVA de medidas repetidas indicaram que, no experimento em que
PBMCs tratados por 24 horas com EPs® 7630, houve maior percentual de morte de células
Jurkat pelas células tratadas com 100 pg/mL, comparado as células ndo tratadas (NT) (p =

0,0094) e aquelas tratadas com 10 ug/mL (p<0,0001) (Figura 8).
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Figura 11 - Efeito do extrato EPs® 7630 em linfocitos citotoxicos tratados por 24 horas sobre a indugio de morte

em c¢lulas de linhagem Jurkat
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NT: nfo tratado; P10: tratamento com 10 pg/mL de EPs® 7630, P50: tratamento com 50 pg/mL de EPs® 7630;
P100: tratamento com 100 pg/mL de EPs® 7630; 7-AAD: 7-amino-actinomicina D (marcador de morte celular);
ANOVA de medidas repetidas: F=6,07; p=0,0094.

Quando as PBMCs de individuos saudaveis foram mantidas em co-cultura com células
Jurkat por 4 horas em tratamento com EPs® 7630 (na propor¢do 10:1), observou-se que o
tratamento nas concentragdes de 50 ug/mL e 100 pg/mL promoveu maior morte de células
Jurkat em relagdo ao grupo ndo tratado (p<0,0001 para ambas as analises). O estimulo com
IL-2 induziu um maior percentual de morte de células tumorais comparado a todas as demais
condi¢des (p<0,0001 para todas as comparacgdes). Nao houve diferenca de inducdo de morte

celular entre os tratamentos com 50 pg/mL e 100 pg/mL do extrato (p = 0,9615) (Figura 9).
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Figura 12 - Efeito do extrato EPs® 7630 em linfocitos citotoxicos sobre a indugdo de morte em células

de linhagem Jurkat em co-cultura por 4 horas

3k ko
Media (%) / Desvio padrdo
ks NT: 14,17+1,77
I 50 pg/mL: 15,9041,34
. 100 pg/mL: 16,0340,89
25+ IL-2: 18,1541,18
e * ok kK ns | * % kK
2 1
8
(=1
o ] .
2 154 [
<
r~
g
= 10+
3
w
o]
=
.m 5-
O
B
O ] | |
NT P50 P100 IL2

NT: ndo tratado; P50: tratamento com 50 g/mL de EPs® 7630; P100: tratamento com 100 pg/mL de EPs®
7630; IL2: interleucina 2; 7-AAD: 7-amino-actinomicina D (marcador de morte celular); ANOVA de medidas
repetidas: F=70,92; p<0,0001.

Adicionalmente, foi avaliada a combinagdo dos tratamentos IL-2 (1000 U) + 50
pg/mL e IL-2 (1000 U) + 100 pg/mL do extrato. Os resultados mostraram que PBMCs que
ndo receberam tratamento promoveram menor percentual de morte de células Jurkat tanto
comparado a associagdo IL-2 + 50 pg/mL (p<0,0001), quanto a IL-2 + 100 pg/mL
(p<0,0001).

Nao foi observada diferenga significativa ao comparar o tratamento isolado com IL-2
com as combinag¢des com 50 e 100 pg/mL de EPs® 7630 (p = 0,0824 ¢ p = 0,9882,
respectivamente). No entanto, as analises indicaram uma maior indu¢ao de morte de células
tumorais no tratamento IL-2 + 100 pg/mL comparado ao IL-2 + 50 pg/mL (p = 0,0403)
(Figura 10).
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Figura 13 - Efeito do extrato EPs® 7630 em linfocitos citotoxicos sobre a indugdo de morte em células

de linhagem Jurkat em co-cultura por 4 horas, sob estimulo de interleucina 2 (IL-2).
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NT: ndo tratado; P50: tratamento com 50 pg/mL de EPs® 7630; P100: tratamento com 100 pg/mL de EPs®
7630; 7-AAD: 7-amino-actinomicina D (marcador de morte celular); ANOVA de medidas repetidas: F=70,92;

p<0,0001.

J& em relacdo as andlises de diferentes propor¢cdes de PBMCs e células Jurkat

mantidas em co-cultura por 6 horas, observou-se que houve maior percentual de morte de

células Jurkat naquelas tratadas com EPs® 7630 tanto na proporgdo 10:1 (p = 0,0043), quanto

30:1 (p =0,0357) (Figura 11).
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Figura 14 - Efeito do extrato EPs® 7630 em linfocitos citotoxicos sobre a indugdo de morte em células

de linhagem Jurkat em co-cultura por 6 horas
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NT: ndo tratado; Tratado: 50 pg/mL de EPs® 7630; 7-AAD: 7-amino-actinomicina D (marcador de morte
celular); Teste t pareado: p=0,0043 e p=0,0357, para 10:1 e 30:1, respectivamente.
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7. DISCUSSAO

Este estudo investigou o potencial de indugdo de atividade citotoxica de linfocitos
tratados com o extrato EPs® 7630 na eliminag¢do de células de neoplasias hematologicas. Este
composto, proveniente da planta Pelargonium sidoides, tem sido usado tradicionalmente por
suas propriedades medicinais, embora os mecanismos responsaveis pelo seu potencial
terapéutico ainda ndo sejam completamente compreendidos (Kolodziej et al., 2003; Seidel e
Taylor, 2004).

A andlise fitoquimica do composto aqui avaliado demonstrou a presenga de
metabolitos secundarios, incluindo cumarinas, fenois totais, flavonois, flavonas e flavanonas.
Esses compostos sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
imunomoduladoras (Kolodziej et al., 2007; Pereira et al., 2016). Nao foram detectados
alcaloides e taninos, de acordo com os métodos empregados.

Estudos prévios identificaram uma variedade de metabdlitos secundarios no extrato de
P. sidoides, incluindo flavonoides, taninos, fenois e acidos galicos (Kolodziej et al., 2007,
Meyer et al., 2011). Utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
foram identificados no extrato comercial EPs® 7630, vinte e dois compostos fenolicos,
incluindo derivados de hidroxi, metoxi e cumarinas sulfatadas, flavonois e entre outros. Além
disso, foi identificado a cumarina umckalin, o que confirma que o extrato foi preparado a
partir das raizes da planta de Pelargonium sidoides (Pereira et al., 2016). Segundo a bula da
Kaloba®, fornecida pela empresa Herbarium Laboratorio Botinico Ltda., cada 21 gotas de
EPs® 7630 possui uma concentragdo de fenois totais entre 0,08% a 0,32% expressos em
epicatequina (flavonol). A presenca desses metabodlitos pode auxiliar na compreensdo dos
possiveis mecanismos de acdo do extrato e sua influéncia na resposta imune do organismo.

A avaliagdo do ICs, de EPs® 7630 revelou valores aproximados de 60 mg/mL, tanto
em células de individuos saudaveis quanto em células Jurkat. A alta tolerancia e baixa
toxicidade do extrato de P. sidoides sdo vantajosas quando se trata de um agente
imunomodulador, sugerindo que pode influenciar o sistema imunologico sem causar danos
significativos as células saudaveis (Kolodziej et al., 2007).

Conforme discutido por Theisen e Muller (2012), o extrato EPs® 7630 demonstrou alta
tolerdncia em estudos com camundongos, sem evidenciar efeitos toxicos observaveis. Esses
achados demonstram a seguranca, também relatada em ensaios clinicos com adultos e
criancas, documentados por varios autores (Mathys et al., 2003; Matthys et al., 2007;
Haidvogl e Heger, 2007; Bachert et al., 2009).
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Considerando que muitos fitoterapicos podem causar efeitos adversos em 6rgdos como
o figado, pesquisadores avaliaram casos de hepatotoxicidade associada a medicamentos
fitoterapicos e concluiram que o EPs® 7630 ndo estava entre os extratos relacionados a
eventos adversos hepaticos. O extrato demonstrou efeitos benéficos na modulagao do sistema
imunoldgico, sem evidéncias de danos ao figado, o que € crucial para garantir sua seguranca
em tratamentos prolongados (Teschke et al., 2012).

Witte e colaboradores realizaram dois estudos sobre os efeitos do EPs® 7630 no
sistema imunologico humano, destacando a complexidade dos efeitos desse extrato. O
primeiro estudo mostrou que o extrato EPs® 7630 ndo apenas ativa os mondcitos e induz
citocinas pro-inflamatdrias, mas também modula especificamente sua capacidade de produgdo
de mediadores associados a uma variedade de respostas imunes. Isso inclui a geracdo de
neutrofilos na medula 6ssea, além da produgao de linfocitos T helper 17 (Th17) e linfécitos T
helper 22 (Th22). Esses resultados destacam a ampla gama de efeitos imunologicos do extrato
e sua capacidade de modular diferentes aspectos da resposta imune (Witte et al., 2015). O
estudo mais recente do grupo concentrou-se no potencial do EPs® 7630 em fortalecer a defesa
antimicrobiana das vias aéreas. E observaram que o extrato foi capaz de induzir seletivamente
a producao de IL-22 e IL-17, citocinas essenciais na defesa contra infecgdes bacterianas das
vias aéreas. A producao de IL-22 e IL-17 pelos linfécitos T, especialmente as células T CD4+,
sdo essencialmente dependentes de mediadores soluveis, como IL-1 e IL-23, bem como do
contato celular direto com os mondcitos. No entanto, o EPs® 7630 limitou fortemente a
capacidade de producao de IFN-y de células linfoides inatas, sugerindo um papel na regulagao
do dano tecidual durante o uso do extrato para infecgdes das vias aéreas. Essa interacdo
complexa entre células T e mondcitos revela a importancia da comunicacdo intercelular na
modulacdo da resposta imune pelo extrato (Witte et al., 2020).

O ecfeito do extrato de P sidoides também foi avaliado em relagao a atividade
anti-HIV-1. Foi evidenciado que o extrato foi capaz de proteger tanto PBMCs quanto os
macrofagos da infec¢do por diferentes cepas do HIV-1 (Helfer et al., 2014). Esses resultados
sdo significativos, pois destacam a eficacia do extrato tanto em células do sistema
imunologico circulante quanto em células residentes nos tecidos, respectivamente.

Buscando avaliar o efeito de P. sidoides sobre a capacidade de linfocitos citotoxicos
eliminar in vitro células tumorais de origem hematolégica, foram realizados experimentos
com diferentes concentragdes do extrato, bem como variados tempos de

tratamento/co-cultura. Os resultados destes ensaios revelaram que no tratamento por 24h, sem
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adi¢do do extrato na co-cultura, a concentragdo que promoveu maior percentual de morte de
células Jurkat por PBMCs em comparagdo a auséncia de tratamento foi a de 100 pg/mL.

Além de comparar o efeito do tratamento, buscava também compreender se o
tratamento prévio permitiria a consolidagdo de um efeito potencializador da capacidade
antitumoral de linfocitos citotoxicos. Mesmo ndao sendo objeto da presente pesquisa, foi
possivel observar que o ensaio de co-cultura realizado com a presenga do extrato promoveu
mais morte de células tumorais comparado ao ensaio com tratamento prévio por 24h, sem
adi¢do de EPs® 7630 na co-cultura, nas mesmas 4 horas de duragdo. Observamos, por
exemplo, um maior percentual de morte de células tumorais nas amostras tratadas com o
extrato. No entanto, também verificamos que células ndo tratadas induziram maior morte de
células NK. Esses resultados nos levam a inferir que a manutencao das células em cultura por
24 horas seja a principal causa da reducao da capacidade antitumoral, quando comparadas as
células recém-coletadas.

No ensaio de 4 horas com tratamento concomitante, foi possivel observar maior
potencial tumoricida nas concentra¢des de 50 pg/mL e 100 pg/mL, em relagdo a auséncia de
tratamento. De maneira diversa, a concentracdo de 50 pg/mL havia promovido aumento
significativo de morte tumoral no ensaio de 24 horas. Uma das possiveis respostas para esta
questdo seria uma provavel perda de capacidade citolitica pela a manutencdo em cultura por
24 horas.

O estimulo com IL-2 induziu um maior percentual de morte de células tumorais e
diante disso, optou-se por comparar o tratamento com IL-2 em combinagdes com 50 ¢ 100
ug/mL de EPs® 7630. As analises indicaram uma maior indugdo de morte de células tumorais
no tratamento IL-2 + 100 pg/mL comparado ao IL-2 + 50 pg/mL, o que ndo havia sido
observado nos tratamentos isolados. O papel da atividade estimulatéria de IL-2 sobre
linfocitos T CDS e células NK ja € bem conhecido (Rosenberg ef al., 2004). Cabe avaliar, em
estudos futuros, as vias de ativagdo imunoldgicas que estariam envolvidas na associagdo do
extrato EPs® 7630 com a IL-2.

Em relacdo ao ensaio de co-cultura por 6 horas, duas horas a mais que os demais
tempos utilizados, também houve mais morte de células Jurkat naquelas tratadas com EPs®
7630. Essa potencializacdo da capacidade citolitica de PBMCs pelo extrato foi observada
tanto na propor¢do de 10 linfocitos para 1 tumoral, quanto 30:1. Em comparacdo a co-cultura
concomitante por 4 horas, foi possivel observar que o tempo adicional de co-cultura levou a
uma maior mortalidade de células Jurkat, sendo quase duas vezes maior. Este dado ndo traz

insights importantes para as andalises relacionadas ao objeto da pesquisa, mas traz um melhor
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entendimento sobre futuros desenhos experimentais que abarcam citotoxicidade de linfocitos
citotoxicos.

Para analisar uma possivel interferéncia do veiculo do extrato comercial EPs® 7630
nas analises de inducdo de morte de células Jurkat, foi realizada a comparagdo entre
tratamento com veiculo (etanol e glicerol) e a auséncia de tratamento. A concentragdo
utilizada foi quarenta vezes maior que a concentragdo de veiculo em 100 pg/mL do extrato, a
maior concentracdo avaliada na presente pesquisa. Os resultados apontaram que nao houve
uma morte substancial de células Jurkat pelo veiculo. Esse dado ¢ importante uma vez que
mostra que o veiculo ndo interfere, tanto no ICyy, quanto na promocao da morte de células
tumorais no ensaio de co-cultura com PBMCs.

Em relacdo ao estimulo com IL-2, claramente se pode perceber que esta citocina atua
como um forte estimulador da resposta mediada por LTCs em eliminar células Jurkat, o que ja
era esperado, segundo dados da literatura (Rosenberg et al., 2004). No entanto, o uso
terapéutico de IL-2 em humanos tém demonstrado varios efeitos adversos. Dentre eles temos:
reacdes cutaneas, efeitos hematoldgicos como trombocitopenia e leucopenia e toxicidade
renal (Feldman; Zang, 1995). Atualmente, a maior parte dos compostos aprimorados a base de
IL-2 estd sendo desenvolvida para o tratamento do cancer, enquanto alguns estdo em fase
inicial de ensaios clinicos para doengas autoimunes. No momento, apenas resultados limitados
de ensaios clinicos randomizados foram divulgados, o que impede uma conclusdo definitiva
sobre a eficacia dos compostos melhorados de IL-2 (Raeber et al., 2023).

Diante dos achados da literatura, o EPs® 7630 se apresenta como um fitoterapico
promissor para ser empregado como tratamento complementar. Um exemplo interessante
desta forma de terapia ¢ a utilizacdo de medicamentos tais como Resveratrol (estilbenos),
Vimblastina e Vincristina (vinca), Paclitaxel e Docetaxel (taxanos), utilizados no tratamento
de neoplasias malignas. S@o derivados de plantas e tém sido objeto de estudos em associacao
com fitoterapicos, visando avaliar possiveis efeitos sinérgicos na inibi¢ao da divisdo celular
(Schneider et al., 2003; Almeida et al., 2017). A associagdo da curcumina com Paclitaxel foi
avaliada em adenocarcinoma de mama, e os resultados obtidos indicaram diminui¢dao do
crescimento tumoral em um modelo de rato em xenoenxerto (Gao et al., 2019).

A sinergia entre os medicamentos e fitoterapicos pode ampliar a eficdcia, diminuir a
toxicidade e a resisténcia ao tratamento (Pereira et al., 2016). Um exemplo disso ¢ a
combinagdo de resveratrol com clofarabina e 5-fluorouracil, que demonstrou interacdes
sinérgicas proeminentes, resultando em efeitos inibitorios significativos no crescimento do

mesotelioma maligno. Os autores do estudo também evidenciaram que a terapia adjuvante
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com resveratrol inibiu a proliferacdo celular e foi pouco toxica em células mesoteliais
saudaveis (Lee et al., 2013; Okem et al., 2023).

Neste contexto, os resultados aqui apresentados sobre a potencializa¢do da capacidade
antitumoral de PBMCs pelo extrato EPs® 7630 de P sidoides, estabelecem uma nova
compreensdo sobre a viabilidade da utilizacdo do farmaco como terapia complementar as
neoplasias. Uma vez que este composto apresenta baixissima toxicidade, poderd ser
empregado com vistas a estimular o sistema imunologico sem causar danos significativos as

células saudaveis.
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8. CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato EPs® 7630, obtido das raizes de Pelargonium sidoides,
demonstrou eficicia significativa na indu¢do de morte de células tumorais Jurkat,
especialmente nas concentragcdes de 50 pg/mL e 100 pg/mL. O estimulo com IL-2
potencializou ainda mais esse efeito, destacando-se como a condi¢gdo com maior percentual de
morte celular. Na co-cultura, observou-se maior citotoxicidade em células Jurkat tratadas com
EPs® 7630 nas propor¢des de 10:1 e 30:1, reforcando o potencial do extrato como agente
imunomodulador. Esses resultados evidenciam o impacto promissor do EPs® 7630 em

tratamentos relacionados @ modulacdo da resposta imune e na atividade antitumoral.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos vocé a participar da pesquisa: Analise do efeito de P. sidoides sobre a capacidade
de linfocitos citotoxicos eliminar células de linfoma e leucemia in vitro. Os avangos na area da satde
ocorrem por meio de estudos como este, por isso a sua participagdo ¢ importante. Sabe-se que a
resposta imune pode ter importancia fundamental no desenvolvimento de algumas doengas como as
neoplasias hematologicas. A cada dia novos medicamentos t€ém o seu efeito anticancer investigado e
nds nos propomos a investigar o efeito da planta Pelargonium sidoides em células do sistema
imunologico que s@o as responsaveis por destruir células neoplasicas no organismo.

Caso vocé aceite participar desta pesquisa, sera necessario doar 15 mL de sangue. Esta
quantidade retirada ndo sera prejudicial a sua saude. A coleta de sangue sera realizada no brago, com
material descartdvel, por um profissional capacitado. Vocé podera ter algum desconforto quando
receber a picada para colher o sangue do seu brago.

Vocé podera obter todas as informagdes que julgar necessarias, fazer todas as perguntas que
quiser, antes e durante o andamento da pesquisa, por meio dos pesquisadores do estudo. Sua
participacao ¢ voluntaria e, em decorréncia dela, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé
ndo terd nenhum gasto por participar nesse estudo, pois qualquer gasto que vocé tenha por causa dessa
pesquisa lhe sera ressarcido. Vocé podera ndo participar do estudo, ou se retirar a qualquer momento,
sem que haja qualquer constrangimento junto aos pesquisadores, ou qualquer prejuizo, bastando vocé
dizer ao pesquisador que lhe entregou este documento. Vocé ndo sera identificado, pois a sua
identidade sera de conhecimento apenas dos pesquisadores da pesquisa, sendo garantido o seu sigilo e
privacidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado
com um nimero.

Os resultados deste estudo serdo mantidos em sigilo, podendo ser informados apenas a sua
pessoa e sO serdao publicados em conjunto, ndo permitindo identificagdo individual. Sua participagao é
totalmente voluntaria.Vocé tem direito a requerer indenizacdo diante de eventuais danos que possa
sofrer em decorréncia dessa pesquisa.

Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel Fernanda Bernardelli De Vito através do telefone: (34) 99196-5141 ou através do e-mail
fernanda.vito@uftm.edu.br.

Eu, , i e/ou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e a quais procedimentos serei submetido.
A explicagdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. E compreendi que sou livre para
interromper minha participagdo a qualquer momento, sem justificar minha decis@o e que isso ndo
afetard o tratamento que estou recebendo. Sei que meu nome nao serd divulgado, que ndo terei
despesas e ndo receberei dinheiro para participar do estudo. Concordo em participar do estudo
“Analise do efeito de P. sidoides sobre a capacidade de linfocitos citotoxicos eliminar células de
linfoma e leucemia in vitro”, e receberei uma via assinada deste documento.

Uberaba,  de de
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