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RESUMO 

Ramalho, RT. Efeito do tratamento com acetona cianidrina na evolução do 
tumor sólido e ascítico de Ehrlich. Campo Grande, 2014. [Tese - Programa de 
Pós-Graduação em Saúde e Desenvolvimento na Região Centro-Oeste, da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul]. 
 
Objetivo: Estudar o efeito da Acetona Cianidrina (AC) nos tumores ascítico e sólido 
de Ehrlich. 
Métodos: Para o desenvolvimento do tumor ascítico, 1x103 células do Tumor de 
Ehrlich (TE) foram inoculados em 30 camundongos Swiss, distribuídos em 3 grupos 
(n=10): GC (salina); GAC1 (1,864 mg.Kg-1 de AC) e GAC2 (2,796 mg.Kg-1 de AC) 
tratados a partir do 3° dia a cada 48h até o 13°; no 15° dia, os animais sofreram 
eutanásia e determinou-se o número de células viáveis na ascite. Para o 
desenvolvimento do tumor sólido, 2,5x105 células do Tumor de Ehrlich (TE) foram 
inoculados em 10 camundongos Swiss, distribuídos em 2 grupos (n=10): GC 
(salina); GAC (2,796 mg.Kg-1 de AC) tratados a partir do 3° dia a cada 48h até o 13°; 
no 15° dia, os animais sofreram eutanásia seguida da dissecação do tumor para 
avaliação da atividade antitumoral. Paralelamente, as células de TE foram incubadas 
com AC (0,5, 1,0, 2,0 µg.mL-1), verificando-se a viabilidade celular e o percentual de 
inibição do crescimento (PIC) após 1, 2, 3, 4, 18 e 24 horas. 
Resultados: No tumor ascítico ocorreu redução do volume e do número de células 
viáveis no GAC1 e GAC2, em relação ao GC. No GAC1, um dos animais não 
apresentou ascite; já no GAC2, tal fato ocorreu com dois animais e no GC, todos os 
animais desenvolveram ascite. No tumor sólido houve diferença significativa entre os 
dois grupos em relação à ocorrência de necrose coagulativa (p=0,0001) e uma 
diferença significativa no volume tumoral (p=0,0189). A ação da AC in vitro foi dose e 
tempo dependente e não houve diferença significativa entre as três doses. 
Conclusão: A AC foi capaz de promover uma redução do tumor, bem como impedir 
o desenvolvimento tumoral em 20% dos animais tratados no TAE; no TSE a AC foi 
capaz de inibir o crescimento tumoral, bem como aumentar a área de necrose. 
 
Descritores: Antineoplásicos, Compostos de enxofre, Tiossulfato Sulfurtransferase 
 

  



ABSTRACT 

Ramalho, RT. Effect of treatment with acetone cyanohydrin in the development 
of solid and ascites Ehrlich tumors. Campo Grande; 2014. [Thesis - Graduate 
Program in Health and Development in the Midwest Region, Federal University of 
Mato Grosso do Sul]. 

Objective: To demonstrate the effect of Acetone cyanohydrin (AC) in ascites and 
solid Ehrlich tumors.  
Methods: For the ascite tumor, 30 Swiss mice were inoculated with 1x103 cells of 
Ehrlich tumor (ET) and divided into 3 groups (n = 10): GC (saline); GAC1 (1,864 
mg.Kg-1 AC) and GAC2 (2,796 mg.Kg-1 AC), all of them treated from the 3th day 
every 48 hours until the 13th; on the 15th day, the animals were euthanized and the 
number of viable cells in the ascites were determined. For solid tumor 10 Swiss mice 
were inoculated with 2.5 x 105 cells of Ehrlich tumor (ET) and divided into 2 groups 
(n = 10): GC (saline), GAC (2,796 mg.Kg AC-1) treated from the 3th day every 48h 
until the 13th; in the 15th day, the animals were euthanized then the tumors were 
dissected to evaluate the antitumor activity. In parallel, ET cells were incubated with 
AC (0.5, 1.0, 2.0 µg.mL-1) to verify cell viability and the percentage of growth 
inhibition (PGI) after 1, 2, 3, 4, 18 and 24 hours. 
Results: In ascite tumor the volume was reduced as well as the number of viable 
cells in GAC1 and GAC2 compared to GC. In GAC1, one of the animals showed no 
ascites; while in GAC2 this happened with two animals and CG, all animals 
developed ascites. In solid tumor, we observed a highly significant difference 
between the two groups regarding the occurrence of coagulative necrosis (p = 
0.0001) and a significant difference in tumor volume (p = 0.0189). The action of AC in 
vitro was dose and time dependent and there was no significant difference among 
the three doses. 
Conclusion: The AC was able to promote tumor reduction and prevent tumor 
development in 20% of animals treated in AE; in the SET AC was able to inhibit 
tumor growth and increase the area of necrosis. 
 
Keywords: antineoplastic agents, compounds of sulfur, thiosulfate sulfurtransferase. 
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer tem início quando as células em uma parte do corpo começam a 

crescer fora de controle. Existem muitos tipos, mas todos eles começam devido a 

esse crescimento celular descontrolado (ALMEIDA et al., 2005). 

Esta enfermidade está presente na humanidade, muito provavelmente, desde 

seu surgimento. Muitas evidências de sua existência em nossos antepassados já 

foram observadas em múmias humanas fossilizadas, e foram encontrados relatos 

em manuscritos antigos, embora a palavra câncer ainda não tivesse sido utilizada 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).  

Algumas das primeiras evidências de câncer foram encontradas entre os 

tumores ósseos fossilizados, múmias humanas no Egito antigo e manuscritos 

antigos. Crescimentos sugestivos de câncer de osso chamado osteosarcoma foram 

observados em múmias. Destruição óssea do crânio, como observado no câncer da 

cabeça e pescoço também foram encontrados. É o caso do Papiro Edwin Smith 

(datado de 3000 AC), que é uma cópia de parte de um livro do antigo Egito sobre 

cirurgia do trauma, onde se descreve oito casos de tumores ou úlceras da mama, 

citando características sobre a doença, mas não trazendo relato sobre tratamento. A 

palavra câncer veio aparecer em documentos redigidos pelo grego Hipócrates (460 - 

370 AC), sendo usados por ele os termos carcinos e carcinoma, que em grego 

significa caranguejo. Mais tarde, o médico romano Celsus (28-50 AC) traduziu este 

termo para câncer, palavra latina para caranguejo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2012). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2014 (Quadro 1), válidas também para 

o ano de 2015, apontam a ocorrência de aproximadamente 576 mil casos novos de 

câncer, reforçando a magnitude do problema desta doença no país. Os tipos mais 

incidentes serão os cânceres de próstata, traqueia, brônquios e pulmão, cólon e reto 

e estômago para o sexo masculino; e os cânceres de mama, cólon e reto, colo 

uterino, traqueia, brônquios e pulmão para o sexo feminino (Quadro 2), (BRASIL, 

2014). 
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Quadro 1 - Estimativas de câncer para o ano de 2014 das taxas brutas de 
incidência por 100 habitantes e do número de casos, segundo sexo e 
localização primária* 
*Números arredondados para 10 ou múltiplos de 10. 
Fonte: Brasil, 2014. 

 
Quadro 2 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes 
estimados para 2014 por sexo, exceto pele não melanoma* 
*Números arredondados para 10 ou múltiplos de 10. 
Fonte: Brasil, 2014. 

No Mato Grosso do Sul, as estimativas para o ano de 2014, válidas também 

para o ano de 2015, apontam a provável ocorrência de 8.120 casos novos de 

câncer, com maior incidência do tumor de próstata, com 1.020 casos (BRASIL, 

2014). 
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Em todo o mundo, diversos grupos estão desenvolvendo pesquisas avançadas 

para buscar formas alternativas de tratamentos, mais eficazes e menos agressivos 

aos pacientes. Uma destas vias é o uso de células transgênicas e nanoterapia 

(CORTÉS et al., 2002; KOUSPAROU et al., 2002). 

A incessante busca por substâncias que sejam tóxicas apenas para células 

cancerígenas é uma necessidade para o aperfeiçoamento da quimioterapia no 

tratamento do câncer. Neste sentido, a Acetona Cianidrina comprovou em estudos 

iniciais possuir uma ação in vitro frente a células do Tumor de Ehrlich e possuir um 

nível adequado de preservação de células não-tumorais (RAMALHO, 2010). 

Baseado nestes resultados, o presente projeto amplia os estudos com esta 

droga, e entra para a fase in vivo, pesquisando a ação da Acetona Cianidrina sobre 

o Tumor Ascítico de Ehrlich (TAE) e Tumor Sólido de Ehrlich (TSE) em 

camundongos. 

O Tumor de Ehrlich é uma neoplasia transplantável que corresponde a um 

adenocarcinoma mamário de camundongo fêmea. Trata-se de um modelo prático e 

muito utilizado para análise antineoplásica devido ao curto período de tempo para 

estudo, uma vez que o desenvolvimento da neoplasia se dá de maneira rápida, e 

também pelo conhecimento prévio da quantidade de células do tumor inoculadas 

nos animais (PALERMO et al., 2003; VALADARES e QUEIROZ, 2002; KLEIN e 

KLEIN, 1951). 

A ação da Acetona Cianidrina baseia-se em seu metabólito cianeto, 

proveniente de sua degradação espontânea em pH ligeiramente alcalino, que atua 

de forma letal na célula maligna aproveitando uma falha no metabolismo do cianeto 

nestas células, devido a uma ação suprimida da enzima rodanase responsável pela 

desintoxicação do mesmo. Essa ação residual da enzima rodanase seria 

desencadeada por uma falta de substrato para a reação, conhecido como sulfane 

sulfur, responsável por fornecer enxofre para eliminação do cianeto na forma de 

tiocianato (TOOHEY, 1989; ZOTTOLA, 2009). 

Atualmente, encontram-se revisões na literatura que trazem informações como 

características dos compostos sulfane e sua afinidade em reagir com cianeto, bem 
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como evidência do metabolismo do enxofre nos processos de malignidade, a 

deficiência de cistationase em muitas células malignas, diferenças no metabolismo 

de homocisteína entre células normais e malignas. Além disso, evidenciam também 

uma importante informação quanto ao defeito no metabolismo de enxofre em células 

cancerosas, juntamente com os efeitos antitumorais in vivo de fontes de sulfane 

sulfur. Este fato parece demonstrar que a proliferação incontrolável de células 

malignas pode estar relacionada a uma deficiência de sulfane sulfur e a uma ação 

incontrolável de um conjunto enzimático que normalmente é inativado por ele. 

Tumores com altas taxas, intrinsecamente, de crescimento podem ter atividades 

mais baixas da enxofre-transferase (rodanase por exemplo) do que o tecido normal 

ou tumores com baixas taxas de crescimento, (TOOHEY, 1989; WODEK et al., 1993; 

JURKOWSKA e WRÓBEL, 2008). 

Os avanços em diversos campos do conhecimento têm levado a um progresso 

na medicina jamais visto na história da humanidade. Este progresso também se 

evidencia nos conhecimentos adquiridos em relação ao câncer, onde aprendemos 

nas últimas décadas mais do que tudo que aprendemos em todos os séculos 

anteriores. Este crescimento no conhecimento sobre a biologia do câncer nos levou 

a um poder maior de combate à doença, bem como sua prevenção, diagnóstico 

precoce e novas formas de tratamento. Mas sabemos que muito ainda temos para 

aprender nessa busca incessante do conhecimento. Com base nisso, o presente 

estudo busca evidenciar a ação do cianeto, proveniente da acetona cianidrina em pH 

alcalino, explorando a deficiência de sulfane sulfur em células malignas, 

promovendo nas mesmas uma intoxicação irreversível. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Biologia das Células do Câncer 

Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças que têm em 

comum o crescimento maligno de células que invadem os tecidos e órgãos, podendo 

disseminar (metástase) para outras regiões do corpo, (BRASIL, 2011; SURESH, 

2007). 

Esta doença resulta de mau funcionamento biológico das células. As células 

doentes proliferam-se descontroladamente e modificam a organização do tecido. 

Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e 

incontroláveis, determinando a formação de tumores (acúmulo de células 

cancerosas) ou neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno significa 

simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e 

se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um risco de vida, 

(BRASIL, 2011; ALMEIDA et al., 2005; SURESH, 2007). 

Polímeros proteicos, são importante elementos do citoesqueleto celular e são 

responsáveis por determinar a forma e a rigidez mecânica da célula. Estas 

estruturas, bem como receptores de superfícies, encontram-se alterados no câncer, 

o que leva a uma mudança na capacidade dessas células de se esticar ou contrair-

se. Como resultado, a motilidade das células tumorais pode ser muito diferente 

daquela encontrada em células normais, levando tais células a migrarem através 

dos tecidos para diferentes locais do corpo humano, induzindo à metástase tumoral, 

(Figura 1), (SURESH, 2007). 
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Figura 1 - Etapas envolvidas na metástase de células de câncer. 
Fonte: Traduzido de Suresh (2007) adaptado com modificações de Weinberg (2006). 

 

2.1.1 Apoptose e Câncer 

Apoptose é o processo de morte celular programada e fisiológica, que ocorre 

através de uma série de eventos controlados geneticamente, sem alterações nos 

tecidos. Sua ocorrência deve-se a diversas alterações morfológicas e bioquímicas. 

Uma interrupção neste evento pode levar o tecido a um crescimento anormal, 

tornando a apoptose um método de controle celular de suma importância para a 

célula. A apoptose em mamíferos pode ser iniciada através da ativação de 

receptores específicos presentes na superfície celular, chamados receptores da 

morte, ou pela via intrínseca ou mitocondrial (BERGANTINI et al., 2005). 

A apoptose pode ainda resultar da ativação do gene supressor de tumor p53. 

Sabe-se que mais da metade dos cânceres humanos são devidos, principalmente, a 

uma deficiência na função desse gene. O gene p53 atua como um reparador de 
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danos no DNA, utilizando a indução da apoptose para prevenir, assim, a proliferação 

de células com o DNA mutado e ainda, promover a correção da mutação através da 

ativação da proteína de reparo (LEVINE, MOMAND, FINALY, 1991; ARRUDA et al., 

2008; RIVOIRE et al., 2001). 

Embora o câncer exiba características muito heterogêneas, todos os tumores 

malignos adquiriram a propriedade de crescer além dos limites impostos às células 

normais. A expansão clonal de uma célula transformada depende de um descontrole 

da sua capacidade proliferativa e de uma crescente incapacidade de morrer por 

apoptose. Portanto, apesar da enorme variabilidade do câncer, evidências 

demonstram que a resistência à apoptose é uma das características mais marcantes 

da maioria dos tumores malignos (GRIVICICH et al., 2007). 

2.1.2 Rodanase e Câncer 

Rodanase (tiossulfato sulfotransferase) é uma sulfotransferase envolvida na 

desintoxicação de cianeto e processos de antioxidação. A Rodanase transporta 

sulfane sulfur ligado covalentemente a outro átomo de enxofre, a partir de certos 

doadores de enxofre (como tiossulfato, polissulfetos e persulfides), para vários 

aceptores, entre eles o cianeto, (Figura 2), (WOOD, 1982; BORDO e BORK, 2002; 

WRÓBEL et al. 2004). 

 

 

Figura 2 - Esquema representando a reação de transferência do enxofre catalisada pela rodanase 
Fonte: Bordo e Bork (2002) 
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O papel biológico da rodanase ainda é amplamente debatido devido ao fato de 

que os substratos encontrados in vivo não parecem representar aqueles 

identificados nas reações in vitro. As proposições referentes às suas funções 

biológicas incluem a desintoxicação do cianeto, formação de complexos ferro-

enxofre, manutenção do pool de sulfane, metabolismo do selênio e a biossíntese da 

tiamina, entre outras (BORDO e BORK, 2002; BIRKENKAMP-DEMTRODER et al., 

2002). 

As células neoplásicas possuem uma total falta de atividade da Cistationase 

(CST), enquanto a atividade de cisteína aminotransferase, 3-mercaptopiruvato 

sulfotransferase (MpST) e rodanase é somente residual. Tal comportamento 

prejudica a biossíntese e transporte de compostos a partir do sulfane sulfur nestas 

células (TOOHEY, 1989; PARK et al., 2005), Figura 3. Toohey (1989) sugere que a 

proliferação descontrolada de células neoplásicas é resultado da deficiência de 

sulfane sulfur e hiperatividade dessas enzimas, que seria inibida em células normais 

por esta forma ativa de enxofre. A rodanase também encontra-se com baixa 

atividade em fígados de camundongos portadores de Tumor Ascítico de Ehrlich, 

devido a uma diminuição nos níveis de sulfane sulfur (KWIECIEN et al. 2006). 

Nas células do Tumor Ascítico de Ehrlich, em contraste com células normais 

do fígado e células do rim, existe uma total dependência do fornecimento de cisteína 

a partir da reação catalisada por γ-glutamil-transpeptidase. A inibição da atividade γ-

glutamil-transpeptidase limita significativamente a atividade das sulfotransferases, 

prejudicando a defesa antioxidante, bem como a desintoxicação de drogas nessas 

células cancerosas e pode seletivamente aumentar sua vulnerabilidade à 

quimioterapia e radioterapia (WRÓBEL et al., 2004). 
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Figura 3 - Participação das sulfotransferases na desintoxicação do cianeto. MPST 3-
mercaptopiruvato enxofretransferase. CN- Cianeto. SCN- Tiocianato. 
Fonte:Wróbel et al. (2004). 

 

Lin et al. (2010) citam estudos que sugerem por meio de experimentos in vivo 

e in vitro que a cisteína provavelmente atua como um agente pró-oxidante, 

promovendo danos oxidativos de DNA e levando a uma superprodução de radicais 

livres e peróxido de hidrogênio, o que promove uma mutação genética e como 

consequência o desenvolvimento de um câncer. Segundo Lin, existe evidência de 

um risco maior no desenvolvimento do câncer de mama entre mulheres com 

concentrações elevadas de cisteína plasmática. 

Segundo Murphy et al. (2011), a cisteína está envolvida em uma série de vias 

relevantes para a carcinogênese, mas ainda há uma escassez de estudos 

epidemiológicos que determinem seu papel na etiologia do câncer. Os autores 

relacionam uma diminuição significante do risco de câncer esofágico e gástrico 

frente a grandes concentrações de cisteína no soro. Esta diferença encontrada por 

eles em relação a outros estudos ocorre, possivelmente, pelo grande número de vias 
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biológicas que a cisteína modula. Sendo que seu papel na carcinogênese é 

provavelmente determinado pelo tipo de tumor e pelo contexto fisiológico. 

2.1.3 Sulfane sulfur e Câncer 

O termo Sulfane sulfur refere-se ao conjunto de compostos que apresentam 

um átomo de enxofre ligado covalentemente a um outro átomo de enxofre reduzido. 

"Proteínas associadas a enxofre", "enxofre ligado" e "enxofre ácido-lábil" referem-se 

a compostos específicos com sulfane sulfur. Portanto, sulfane sulfur não deve ser 

utilizado de forma intercambiável com os termos já citados (ICIEK e WLODEK, 

2001). 

O Sulfane sulfur é gerado a partir de várias vias metabólicas já descritas, 

sendo frequente a existência de proteínas carreadoras, capazes de estabilizar e 

transportar sulfane sulfur. A deficiência no metabolismo anaeróbio de enxofre está 

relacionada a processos neoplásicos, infecções por vírus e imunodeficiência, 

sugerindo que este possa exercer uma função reguladora nas células por meio de 

modificação nos grupos -SH, e esta atividade elevada e meia-vida curta lhe 

conferem características de um eficiente regulador (ICIEK e WLODEK, 2001). 

Toohey (1989), apresenta uma revisão trazendo informações como 

características dos compostos sulfane e sua afinidade em reagir com cianeto, bem 

como evidência do metabolismo do enxofre nos processos de malignidade, a 

deficiência de cistationase em muitas células malignas e diferenças no metabolismo 

de homocisteína entre células normais e malignas. O texto apresenta também uma 

importante informação quanto ao defeito no metabolismo de enxofre em células 

cancerosas, juntamente com os efeitos antitumorais in vivo de fontes de sulfane 

sulfur. Esses dados procuram demonstrar que a proliferação incontrolável de células 

malignas pode estar relacionada a uma deficiência de sulfane sulfur e uma ação 

incontrolável de um conjunto enzimático que normalmente é inativado por este 

composto. Tumores com altas taxas, intrinsecamente, de crescimento podem ter 

atividades mais baixas da enxofre-transferase do que o tecido normal ou tumores 

com baixas taxas de crescimento. 
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Shibuya et al. (2009) demonstraram que o H2S produzido no cérebro de 

camundongos a partir de cisteína através do metabolismo com cisteína 

aminotransferase e 3-mercaptopiruvato sulfotransferase eram estocados sob a 

forma estável de sulfane sulfur conjugado, e que esta também é a maior fonte, 

fisiologicamente relevante, produtora de H2S no cérebro, (Figura 4). 

Em seus estudos, Jurkowska e Wróbel (2008), concluíram que o teor de 

sulfane sulfur é menor em células astrocitoma U373, em comparação com os 

astrócitos de camundongo. N-acetilcisteína, um precursor de L-cisteína inibiu a 

proliferação das células U373, constatação essa que foi associada com a 

estimulação da atividade 3-mercapto sulfo transferase (MPST) e elevação do nível 

de sulfane sulfur. e que, em comparação com as células normais, as atividades de 

MPST e rodanase estão significativamente diminuídas em linhagens U373 

astrocitoma. 

 
Figura 4 - L-Cisteína e suas vias metabólicas. CST γ-Cistaionase. MPST 3-mercaptopiruvato 
enxofretransferase. CBS Cistationina β-sintase. CDO Cisteina dioxigenase. CAT Cisteina 
aminotrasferase.A Metionia é convertida em homocisteína pela S-adnosilmetionia (SAM). A 
homocisteína é convertida em cisteína pela CBS e CST. A cisteína é convertida em H2S ou sulfane 
sulfur pela CST e CAT em conjunto com a MPST. 
Fonte: Jurkowska et al. (2011). 
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Segundo Schnelldorfer et al. (2000), citados por Jurkowska et al. (2011), um 

aumento dose-dependente dos níveis de Glutationa (GSH) estimulou a proliferação 

de células, ao passo que a diminuição de GSH provocou a inibição do crescimento 

celular e aumento da apoptose em células pancreáticas cancerosas. 

2.2 Tumor de Ehrlich 

É uma neoplasia transplantável de origem maligna que corresponde ao 

adenocarcinoma mamário do camundongo fêmea, podendo sofrer as influências dos 

hormônios envolvidos na gênese do câncer de mama, como estrógeno, prolactina, 

andrógenos e até mesmo dos hormônios tireoidianos. O tumor pode crescer nestes 

animais de duas formas distintas, ascítica (quando inoculado intraperitonealmente) e 

sólida (quando inoculado no subcutâneo) ( PALERMO et al., 2003; VALADARES e 

QUEIROZ, 2002). Por tais características, é utilizado como modelo no estudo da 

ação de componentes físicos, químicos e biológicos sobre o crescimento, 

patogênese, cinética, imunologia, bioquímica e terapêutica dos tumores (PALERMO 

et al., 2003; VALADARES e QUEIROZ, 2002). 

No estudo in vivo para a atividade antitumoral, o Tumor de Ehrlich é um modelo 

prático para análise antineoplásica de diversos compostos. Sua vantagem sobre os 

demais tumores está principalmente na possibilidade do conhecimento prévio da 

quantidade e características das células tumorais inoculadas. Outra característica 

importante é a possibilidade de um tempo curto de estudo, devido à rapidez no 

desenvolvimento da neoplasia, já que a forma ascítica atinge seu pico de 

proliferação no sétimo dia, enquanto na forma sólida seu pico ocorre no décimo 

quarto dia (KLEIN e KLEIN, 1951; SILVA, 2006b). 

O Tumor de Ehrlich é induzido pelo transplante de células tumorais oriundas de 

outro animal que já possui a neoplasia desenvolvida, podendo ser inoculado 

diretamente no peritônio do animal receptor, desenvolvendo a forma ascítica, ou 

diretamente por via subcutânea ou coxim plantar, desenvolvendo, assim, a forma 

sólida do tumor de Ehrlich (RAMALHO et al., 2010; SILVA et al., 2002). 

No aspecto histológico, o tumor de Ehrlich apresenta-se como uma massa 

tumoral envolvida por uma pseudocápsula e constituída por células pleomórficas 
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com citoplasma abundante e às vezes apresentando vacúolos. Além disso, células 

gigantes multinucleadas e figuras de mitose aparecem com certa frequência neste 

tumor, o qual pode apresentar extensa área de necrose oriunda da morte de células 

neoplásicas (ABDEL-RAHMAN E KABEL, 2012; OLORIS et al., 2002; BELO et al., 

2004). 

2.3 Tratamento do câncer 

O tratamento do câncer teve um desenvolvimento muito lento ao longo do 

tempo. No passado, não se imaginava possível qualquer tipo de tratamento curativo, 

principalmente quando o câncer tinha se disseminado; além disso, acreditava-se que 

uma possível intervenção poderia ser mais prejudicial do que o tratamento. A história 

só começou a mudar por volta do século 19 e início do século 20, onde grandes 

avanços em cirurgia geral e cirurgia de câncer foram alcançados (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2012). 

Segundo Almeida et al., (2005), o objetivo do tratamento do câncer é erradicá-

lo e as ações para que isso ocorra podem ser de diferentes formas: cirurgia, 

radioterapia, terapia hormonal, imunoterapia, terapias orientadas e quimioterapia. A 

cirurgia é usada para extrair todo o tumor, quando não há metástase. A radioterapia, 

normalmente é usada em conjunto com a cirurgia com intuito de melhorar o 

tratamento, mas também pode ser usada, com bastante eficiência, isoladamente. Os 

autores citam que com estes tratamentos locais, cerca de um terço dos pacientes 

consegue a cura da doença. Já nos demais casos ocorre o aparecimento de 

micrometástases, indicando uma abordagem sistêmica. 

As pesquisas com terapia hormonal buscam uma melhor compreensão de 

como os hormônios influenciam o crescimento do câncer. Tais estudos têm 

influenciado o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da doença, além 

de auxiliarem na maneira como se utilizam outras drogas, com o intuito de se 

diminuir o desenvolvimento de câncer. Na área da imunoterapia, os cientistas 

estudam vacinas que aumentam a resposta imunológica do organismo às células 

cancerosas. As terapias orientadas atuam influenciando os processos que controlam 

o crescimento, a divisão e proliferação das células cancerosas, bem como os sinais 
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que fazem com que as células cancerosas possam sofrer apoptose (ALMEIDA et al., 

2005; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012). 

A quimioterapia tem como objetivo destruir as células neoplásicas preservando 

as normais. Esse comportamento não é observado na maioria dos quimioterápicos 

que atuam de forma não seletiva, eliminando tanto células neoplásicas quanto 

células normais, principalmente células de crescimento rápido. Por este motivo, 

observa-se vários efeitos colaterais do tratamento: náuseas, perda de cabelos e 

suscetibilidade maior às infecções. Atualmente, vários estudos buscam reduzir os 

efeitos colaterais da quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005). 

2.4 Acetona Cianidrina (AC) 

Também conhecida por 2 - Metil Lactonitrila ou α – Hidroxisobutironitrila, é um 

líquido aquoso, incolor, com odor suave de amêndoa, característica esta devido à 

presença de cianeto de hidrogênio (HCN). Miscível em água, é muito utilizada na 

fabricação de acrílico (Poli Metil Metacrilato), além de seu uso na indústria 

farmacêutica e de cosméticos. A acetona Cianidrina se decompõe espontaneamente 

em acetona e HCN na presença de água (CETESB, 2013; USA, 2009). Mais 

informações a respeito da Acetona Cianidrina são demonstradas no Quadro 1. 

A Acetona Cianidrina possui massa molecular de 85,11, densidade de 0,925 a 

25°C, bem como ponto de fusão de –19°C. A fórmula molecular e estrutural é 

demonstrada na Figura 5. 

Figura 5 - Fórmula molecular e estrutural da Acetona Cianidrina 
Fonte: Merck Índex (2005), Idibie (2007) 
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Parâmetros Informação 
Fórmula molecular  (CH3)2C(OH)CN 
Peso Molecular 85,1 
Estado Físico Líquido 
Cor Transparente 

Levemente amarelado 
Sinônimos 2-Propanone cyanohydrin; 2-

cyano- 2-propanol; 2-cyano-2-
hydroxypropane; 
hydroxyisobutyronitrile; 2-
methyllactonitrile; 2-hydroxy-2-
methylpropionitrile; 
Acetoncyanhydrin 

Pressão de vapor 1.07 hPa em 20°C 
0.8 mm Hg em 20°C 
1 mm Hg em 25°C 
1.6 hPa em 40°C 
12.5 hPa em 72°C 

Densidade 0.932 g/cm3 em 19°C 
0.9267 g/cm3 em 25°C 

Ponto de fusão -19°C a -20°C 
Ponto de ebulição 81°C em 30.7 hPa 

82°C em 23 mm Hg 
95°C em 1013 hPa 
(decomposição em acetona e 
HCN) 

Solubilidade  Muito solúvel em água, álcool e 
éter 

Odor Odor característico de amêndoa 
devido ao cianeto livre  

Limites para explosão 2.2 % (LEL) to 12 % (UEL) 
Fatores de conversão 1 ppm = 3.5 mg/m³ 

1 mg/m³ = 0.28 ppm 
Quadro 3 - Informações físico-químicas da Acetona Cianidrina 
Fonte: USA, 2009 

 

A ação da Acetona Cianidrina no organismo é semelhante à de seu 

equivalente molar de cianeto in vivo. Por exemplo, a DL50 intraperitoneal em 

camundongos para a Acetona Cianidrina é equivalente a 2,65 mg de íon cianeto/Kg, 

similar à do cianeto sódico que é de 2,54 mg íon cianeto/Kg e possuindo um tempo 

médio para a morte de 5 minutos para os dois compostos. A dose letal (DL50) de 

Acetona Cianidrina é de 8,5 mg/Kg de peso, (MAGOS, 1962; THOMPSON, 2003). 
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2.4.1 Toxicologia e fisiopatologia do cianeto 

O cianeto possui uma ação metabólica rápida e letal. A intoxicação ocorre 

principalmente através da inibição da citocromo-oxidase, uma enzima mitocondrial 

da cadeia respiratória. A exposição ao cianeto pode também resultar na perda da 

capacidade para regular os sistemas de transporte de íons que controlam o pH 

citosólico, com efeitos potencialmente letais. Nos mamíferos, a desintoxicação do 

cianeto é catalisada, em sua maior parte, pela enzima rodanase, que é normalmente 

encontrada no fígado, e os metabólitos não tóxicos resultantes são excretados 

através dos rins. Sendo uma molécula pequena, o cianeto pode facilmente penetrar 

nas células e não requer um mediador para exercer a sua ação (KOUSPAROU, 

2002). 

No que diz respeito ao metabolismo de cianeto, é importante fazer a distinção 

entre o metabolismo do cianeto para baixas doses, que ocorre sob as circunstâncias 

em que o cianeto se encontra presente em concentrações fisiológicas, e de cianeto 

em altas doses, em que quantidades de cianeto são muito superiores àquelas 

presentes em condições fisiológicas normais. O metabolismo do cianeto em doses 

baixas envolve a incorporação do cianeto, através de enzimas vitamina B12 

dependentes (USA, 2009). 

Em doses elevadas de cianeto, a via metabólica de enzimas vitamina B12 

dependentes fica rapidamente saturada, levando à desintoxicação que envolve a 

formação enzimática de tiocianato. O ciclo catalítico se inicia com um doador de 

enxofre ligando-se à rodanase e transferindo um átomo de enxofre à cisteína 247, 

formando cisteína persulfido, (Figura 6). Esta transferência ativa a enzima e libera o 

doador de enxofre reduzido. A enzima ativada liga-se ao cianeto (HCN) por meio de 

uma ponte de hidrogênio utilizando um resíduo carregado positivamente. Em 

seguida, a rodanase transfere o enxofre terminal da cisteína persulfido para o HCN 

formando tiocianato (HSCN), que é liberado e a enzima retorna ao seu estado inicial. 

O tempo de meia vida para a conversão do cianeto para tiocianato a partir de uma 

dose não letal, em humanos, é entre 20 e 60 minutos (USA, 2009; ZOTTOLA et al., 

2009). 
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Figura 6 - Mecanismo da desintoxicação do cianeto mediada pela rodanase. 
Fonte: Zottola et al. (2009) 

 

Alterações moleculares após a intoxicação por cianeto sugerem uma morte 

celular por necrose, a qual é caracterizada por uma extensa lise celular que ocorre 

no decorrer da lesão aguda, ocorrendo a inibição da fosforilação oxidativa 
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mitocondrial e levando a uma asfixia celular. Admite-se que para a indução 

apoptótica sejam necessários níveis elevados de energia (ATP), enquanto que 

durante a necrose eles são menores. Durante a exposição ao cianeto, os níveis de 

ATP são suspeitos de cair drasticamente devido à inibição da fosforilação oxidativa, 

sendo essa diminuição abaixo do nível necessário para a apoptose, 

consequentemente resultando em morte celular por necrose (KOUSPAROU, 2002). 

2.4.2 O cianeto no controle do câncer 

Encontra-se na literatura uma infinidade de trabalhos relacionados ao uso de 

substâncias cianogênicas, como a Linamarina e a Amigdalina, no combate ao 

câncer (NAVARRO e LAGMAN, 1957; WODINSKY e SWINIARSKI, 1975; JUKES, 

1976; STOCK et al., 1978; SYRIGOS et al., 1998; KOUSPAROU et al., 2002; 

FUKUDA et al., 2003; CHEN et al., 2013). Não obstante, pode-se encontrar um 

número igualmente elevado de artigos com questões controversas relacionadas ao 

seu uso (ROSS, 1975; GREENBERG, 1975; SABER, 1977; MOSS e KHALIL, 1981; 

VICKERS et al., 2006). 

Fukuda et al., (2003), relataram efeitos antitumorais da Amigdalina e outros 

componentes de sementes de pêssego (Prunus pérsica). Segundo os autores, o 

cianeto seria o ingrediente ativo da Amigdalina no combate ao câncer e que a 

enzima rodanase, que tem a capacidade de desintoxicar cianeto e está presente nos 

tecidos normais, seria deficiente nas células cancerosas, deixando de protegê-las 

enquanto as células normais permaneceriam intactas. A desintoxicação do cianeto 

ocorre em todas as células humanas normais, mas as células cancerígenas, que 

apresentam uma baixa atividade de rodanase  tornam-se vulneráveis ao efeito tóxico 

do cianeto, (JAMSHIDZADEH et al., 2001). 

No conceito mais atual, em que compostos são usados em quimioterapia 

devido à ação mais seletiva e menos agressiva, o cianeto da Linamarina tem sido 

testado com sucesso, com artigos sobre o assunto sendo publicados desde 1991, 

como Oxtoby et al. (1991) que escreveram sobre estrutura, interações e outras 

características da Linamarina e Linamarase; Keresztessy et al. (2001) que 

identificaram e clonaram a sequência genética da mandioca, que é responsável pela 

síntese de Linamarase, principal enzima envolvida na degradação da Linamarina, 
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dando início assim ao uso da substância em testes de terapia gênica e 

demonstrando todo seu potencial para o tratamento do câncer; Kousparou et al. 

(2002) que descreveram um processo baseado na enzima β-glicosidase em 

combinação com uma “pro-droga” (Linamarina) com produção de cianeto citotóxico. 

O uso de terapia gênica através de células-alvo vem ganhando espaço na 

pesquisa. Cortés et al. (2002) demonstraram que o sistema bystander não inativou 

preferencialmente células produtoras de metabólitos tóxicos, mas também as células 

cancerosas não produtoras em torno das células bystander, e que produziu cianeto 

suficiente para causar regressão do tumor, demonstrando o potencial do sistema de 

terapia gênica Linamarina/Linamarase como ferramenta para eliminação de tumores 

in vivo. 

A principal hipótese do uso de substâncias cianogênicas no tratamento de 

câncer é ancorada pela ineficiência dessas células em eliminar o cianeto (CN-). Iciek 

e Wlodek (2001) descreveram que esta baixa eficiência é comprometida pela 

diminuição de compostos Sulfane sulfur. Informaram ainda que a regressão de 

tumores transplantados em camundongos e inibição do tumor induzido por 

cancerígenos, através do uso de diferentes precursores Sulfane sulfur, confirmam a 

hipótese acima. Um ambiente perfeito para intoxicação acumulativa por cianeto é 

proporcionado nas células cancerígenas, devido ao efeito da rodanase ser apenas 

residual. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

Estudar o efeito da Acetona Cianidrina no desenvolvimento dos tumores de 

Ehrlich. 

3.2 ESPECÍFICO 

3.2.1 Avaliar a porcentagem de inibição de crescimento das células do tumor 

de Ehrlich, in vitro, após tratamento com Acetona Cianidrina. 

3.2.2 Avaliar a ação da Acetona Cianidrina no desenvolvimento do Tumor 

Ascítico de Ehrlich em camundongos. 

3.2.3 Avaliar a ação da Acetona Cianidrina no desenvolvimento do Tumor 

Sólido de Ehrlich em camundongos. 
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4 METODOLOGIA 

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de animais 

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob protocolo número 227. 

4.1 - Manutenção do tumor in vivo e obtenção das células tumorais 

Utilizou-se como modelo experimental o tumor ascítico de Erlich em 

camundongos, proveniente de cepa fornecida pelo Departamento de Imunopatologia 

da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu, SP. A manutenção do tumor in 

vivo foi feita pela injeção intraperitoneal de 2x106 células a cada dez dias em 

camundongos receptores (BALA et al., 2010). 

Os animais portadores do tumor foram sacrificados por dose em excesso de 

anestésico (0,25mL de quetamina e xilazina na proporção de 1/1) sete dias após a 

inoculação tumoral. Após a assepsia da parede abdominal com álcool iodado, foi 

realizada a laparotomia mediana, com retirada de todo o líquido ascítico possível, 

por meio de aspiração com seringa de 5mL e transferência do líquido para um tubo 

de ensaio seco e estéril. 

A seguir, o líquido foi centrifugado duas vezes a 1500 rpm durante dez 

minutos, sendo o sobrenadante descartado e as células tumorais novamente 

suspensas em solução salina tamponada ao volume original (3mL a 5mL). O número 

total de células na suspensão foi determinado pela contagem de células na câmara 

de Neubauer. A concentração desejada (108 células por mL) de células foi obtida 

mediante a diluição da suspensão em solução salina tamponada e em seguida 

0,2mL da solução foi injetada intraperitoneal em camundongo sadio obtido do 

Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande/MS. Os 

camundongos inoculados foram acondicionados em caixas de polipropileno 

retangulares grandes (49x34x16), forradas com cama de maravalha trocada 

semanalmente, com ciclo de 12h claro / 12h escuro, com ventilação apropriada e 

alimentados com água natural e ração (oferecidas “ad libitum”). Os animais foram 

manipulados através da base da cauda, de maneira rápida e cuidadosa até que 

fossem colocados sobre a superfície de apoio para os procedimentos. 
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4.2 Avaliação da inibição de crescimento de células do tumor de Ehrlich 

após tratamento com Acetona Cianidrina in vitro 

4.2.1 Preparação das células e cultura 

A suspensão celular obtida a partir dos animais de manutenção foi lavada e 

resuspendida em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM), sendo ainda 

suplementada com 5% de soro fetal de bovino; em seguida, a suspensão celular foi 

ajustada para 1,0 x105 células.mL-1. Depois de ajustada a concentração, a 

suspensão foi separada em alíquotas de 1,0 mL e cultivadas com 0 (controle), 0,5, 

1,0 e 2.0µg de Acetona Cianidrina em DMEM suplementado com 5% de soro fetal, 

com um pH entre 7,0 e 7.2. Após 1, 2, 3, 4, 18 e 24 horas, foram realizados testes 

de viabilidade celular e a porcentagem de inibição do crescimento (PIC) foi 

determinada, sendo este procedimento repetido duas vezes e em duplicata. 

 

4.2.2 Cálculo da Porcentagem de Inibição de Crescimento 

A fórmula abaixo foi utilizada para calcular a PIC celular: 

 

PIC = 100 (1 - R/C) 

Onde: 
(R) N° de células viáveis no grupo tratado 
(C) N° de células viáveis no grupo controle 
Fonte: NERY (2004) 
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4.3 Avaliação da ação da Acetona Cianidrina no Tumor Ascítico de 

Ehrlich (TAE) 

4.3.1 Animais 

Foram utilizados 30 camundongos da linhagem Swiss, machos, com peso 

médio de 35 ± 5 gramas, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de 

Mato Grosso do Sul. Os animais foram mantidos no biotério de experimentação por 

sete dias prévios aos procedimentos. 

4.3.2 Transplante do tumor 

Os animais doadores sofreram eutanásia com dose excessiva de anestésico. 

Em seguida, realizou-se a lavagem peritoneal com 3mL de solução salina 

tamponada, retirando-se por aspiração os mesmos 3mL. A suspensão celular obtida 

foi centrifugada, o sobrenadante desprezado e o sedimento resuspendido com 3mL 

de solução salina tamponada. Na suspensão, foi realizado o teste de viabilidade 

celular através de exclusão do azul de Tripan. Em seguida, foi determinado o 

número de células em Câmara de Neubauer. 

Todos os camundongos dos 3 grupos receberam injeção intraperitoneal 

contendo 0,4mL de suspensão de células do TAE (contendo 1,0x103 células viáveis). 

4.3.3 Programa de Tratamento 

O dia da inoculação do tumor nos animais foi considerado como dia zero. O 

tratamento foi iniciado no 3° dia e repetido a cada 48h até o 13° dia. Aleatoriamente, 

os animais foram distribuídos em 3 grupos: Controle (GC), n=10; Acetona Cianidrina 

1 (GAC1), n=10; Acetona Cianidrina 2 (GAC2), n=10. 

O GC recebeu 0,4mL de solução salina via intraperitoneal, o GAC1 recebeu 

0,4mL de Acetona Cianidrina 1,864 mg/Kg intraperitoneal e o GAC2 recebeu 0,4mL 

de Acetona Cianidrina 2,796 mg/Kg intraperitoneal. Decorridas 48h após o último 

tratamento, os animais sofreram eutanásia através da administração de dose 

excessiva de anestésico, para medida da atividade antitumoral da Acetona 

Cianidrina. 
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4.3.4 Viabilidade das Células de TAE 

A viabilidade das células de TAE foi verificada pelo teste de azul de tripan. As 

células foram coradas com corante azul de tripan (0,4% em solução salina normal). 

Aquelas que não incorporaram o corante foram consideradas viáveis, enquanto as 

demais eram inviáveis. Estas células viáveis e não viáveis foram contadas 

(RAMALHO et al. 2010). 

4.4 Avaliação da Acetona Cianidrina no Tumor Sólido de Ehrlich (TSE) 

4.4.1 Implantação do TSE 

Foram utilizados 20 camundongos da linhagem Swiss, machos, com peso 

médio de 35 ± 5 gramas, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de 

Mato Grosso do Sul. Os animais foram mantidos no biotério de experimentação por 

sete dias prévios aos procedimentos. 

Os animais doadores sofreram eutanásia com dose excessiva de anestésico. 

Após foram feitas a lavagem peritoneal com 3mL de solução salina tamponada, 

retirando-se em seguida por aspiração os mesmos 3mL. A suspensão celular obtida 

foi centrifugada, o sobrenadante desprezado e o sedimento resuspendido com 3mL 

de solução salina tamponada. Na suspensão foi realizado o teste de viabilidade 

celular através de exclusão do azul de Tripan. Em seguida, foi determinado o 

número de células em Câmara de Neubauer. 

Os camundongos foram pesados e em seguida sedados com 0,1mL de 

quetamina/xilazina (quetamina 0,5mg/100g de peso e xilazina 0,2mg/100g de peso) 

e após tricotomia foram inoculados, com auxílio de seringas e agulhas descartáveis, 

com 0,05mL de suspensão celular contendo 2,5 x 105 células viáveis de tumor de 

Ehrlich, via subcutânea, provenientes dos animais portadores para manutenção, na 

parede abdominal esquerda de todos os animais (Figura 7), obtendo-se, assim, a 

implantação do TSE. Os animais foram mantidos com o tumor durante 15 dias. 
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Figura 7 - Tumor Sólido de Ehrlich implantado 
subcutâneo na parede abdominal esquerda do 
camundongo. 

4.4.2 Programa de Tratamento 

O dia da inoculação do tumor nos animais foi considerado como dia zero. O 

tratamento foi iniciado no 3° dia e repetido a cada 48h até o 13° dia. Aleatoriamente, 

os animais foram distribuídos em 2 grupos: Controle (GC), n=10, tratados com 

salina; Acetona Cianidrina  (GAC), n=10, tratados com 2,796 mg/Kg de Acetona 

Cianidrina. As doses foram aplicadas intraperitoneal. Decorridas 48h após o último 

tratamento, os animais sofreram eutanásia através da administração de dose 

excessiva de anestésico (0,25mL de quetamina e xilazina na proporção de 1/1), para 

avaliação da atividade antitumoral da Acetona Cianidrina no tumor sólido. Em 

seguida foi efetuada a pesagem dos animais. 

4.4.3 Extração do Tumor Sólido de Ehrlich 

A massa tumoral (Figura 8) foi coletada e sua medida no maior e menor eixo 

foi determinada utilizando um paquímetro digital marca ZAAS (Figura 9). E em 

seguida foi mantida em solução de formaldeído a 10% por um dia e transferida para 

álcool 70%. Após, as amostras foram enviadas ao Laboratório de Histopatologia do 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da UFMS, para serem incluídas em 

parafina, cortadas com 5µm de espessura e coradas pela hematoxilina-eosina (HE). 
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Figura 8 - Extração do Tumor Sólido de 
Ehrlich após 15 dias de inoculação 
subcutânea na parede abdominal esquerda 
do camundongo. 

 
 

 
Figura 9 - Obtenção das medidas tumorais, 
utilizando paquímetro de precisão ZAAS. 
 

4.4.4 Quantificação do volume tumoral 

Após a extração, os tumores foram medidos manualmente (os dois diâmetros, 

maior e menor) utilizando-se um paquímetro (Figura 9). A realização do cálculo do 

volume tumoral foi de acordo com a seguinte fórmula: 

VT = Dxd2/2 
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Onde: 
(VT) Volume Tumoral 
(D) Diâmetro maior 
(d) Diâmetro menor. 
Fonte: GOMES-NETO (2008), SILVA (2006a); SHINKAI (2002) 

 

4.4.5 Preparo do fragmento tumoral para histologia 

Após a eutanásia, os fragmentos dos tumores foram coletados, medidos e 

fixados em formol 10% por 24 horas; em seguida, foram transferidos para álcool 

70% e enviados para o Laboratório de Histopatologia do Centro de Ciências 

Biológicas e da Saúde da UFMS, onde foram incluídos em parafina, cortados com 

5µm de espessura e corados pela hematoxilina-eosina (HE). 

4.4.6 Quantificação da porcentagem de necrose na área tumoral 

As lâminas foram coradas por HE e, em seguida, submetidas à leitura e 

determinação das áreas de necrose; em meio à massa tumoral, as mesmas foram 

quantificadas utilizando o software AutoCAD 2014 (Versão gratuita para teste). 

As imagens da massa tumoral foram analisadas ao microscópio em objetiva 

de 20X e capturadas em sua plenitude utilizando uma máquina fotográfica digital da 

marca Nikon modelo Coolpix. Após serem digitalizadas, as imagens foram 

analisadas no software AutoCAD e as áreas de necrose delimitadas por meio do 

cursor eletrônico e calculadas em mm2, sendo também delimitada a área total da 

massa tumoral e calculada sua respectiva área em mm2 (Figura 10). 
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Figura 10 - Ilustração da determinação da área total do tumor de 
Ehrlich e da área de necrose do tumor, utilizando o software AutoCAD. 

 

Para obter a porcentagem da área de necrose em meio à massa tumoral, foi 

utilizada a seguinte fórmula: 

 

% área de necrose = área de necrose / área total da massa tumoral 
 

Fonte:MATSUZAKI (2004) 

 

4.5 Análise Estatística 

4.5.1 Avaliação da PIC em células do TE e o efeito no TAE após tratamento 

com Acetona Cianidrina 

Para verificar as diferenças significativas entre os grupos in vitro e no TAE, os 

resultados foram analisados com o one-way ANOVA seguido pelo teste de 

comparação múltipla de Tukey. O nível de significância foi de 5% (p <0,05). 
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4.5.2 Avaliação da Acetona Cianidrina no TSE 

Para verificar as diferenças significativas entre os grupos Controle e 

Tratamento no TSE, os resultados foram analisados por estatística do tipo 

paramétrica para duas amostras independentes com utilização do teste de t-student. 

O nível de significância foi de 5% (p <0,05). 

 

 



44 

 

5 RESULTADOS 

5.1 Avaliação da porcentagem de inibição de crescimento da Acetona 

Cianidrina in vitro 

Com os resultados demonstrados na Figura 11 e Tabela 1, referentes à 

porcentagem de inibição do crescimento das células do Tumor Ascítico de Ehrlich 

após o tratamento com Acetona Cianidrina, constatou-se que as três doses de 

Acetona Cianidrina utilizadas demonstraram um mesmo padrão. 

 

 
Figura 11 - Gráfico demonstrando a curva de inibição de crescimento após 
tratamento com Acetona Cianidrina in vitro em relação ao controle. 

 

A avaliação do percentual de inibição da Acetona Cianidrina demonstrou não 

haver uma diferença significativa entre as três doses, 0,5, 1 e 2 µg/mL, atingindo 

89,47, 92,11 e 94,74%, respectivamente. 
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5.2 Avaliação da ação da Acetona Cianidrina no Tumor Ascítico de 

Ehrlich 

Após a administração da Acetona Cianidrina, foram observadas alterações 

nos animais tratados; os representantes do GAC1 apresentaram prostração com 

duração de 5 a 10 minutos, enquanto que no GAC2 as reações foram mais intensas, 

apresentando agitação inicial seguida de convulsões que culminavam em prostração 

do animal e taquicardia. Tais sinais foram observados em todos os dias de 

tratamento. 

A administração intraperitoneal de Acetona Cianidrina na dose de 1,864 e 

2,796 mg/Kg de peso corporal levou a uma redução do volume do tumor e contagem 

de células viáveis dos camundongos portadores do tumor, quando comparado com 

os camundongos do grupo controle, p<0,0001 (Tabela 2 e 3). 

 

Tabela 2 - Valores absolutos das células e volume total do 
Tumor Ascítico de Ehrlich para cada animal dos grupos 

Animais 
GC GAC1 GAC2 

CV 
(107) 

VT 
(mL) 

CV 
(107) 

VT 
(mL) 

CV 
(107) 

VT 
(mL) 

1 51,00 10,0 25,0 4,8 12,60 3,5 
2 44,20 8,5 17,0 3,1 27,09 4,3 
3 36,00 4,5 28,8 4,0 14,80 4,0 
4 46,80 9,0 21,9 3,3 14,19 3,3 
5 104,50 11,0 43,0 5,1 0,00 0,0 
6 37,60 7,1 42,0 5,6 15,00 3,0 
7 45,43 5,9 28,5 5,0 30,00 5,0 
8 74,00 11,6 0,0 0 0,00 0,0 
9 48,00 10,0 18,0 3,2 20,00 5,0 
10 73,92 8,4 20,0 3,9 10,85 3,1 

(GC) grupo controle, (GAC1) grupo tratado com 1,864 mg/Kg de acetona 
cianidrina e (GAC2) grupo tratado com 2,796 mg/Kg de acetona cianidrina. (CV) 
Células viáveis e (VT) volume tumoral. 
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Tabela 3 - Efeito do tratamento de Acetona Cianidrina no volume e 
contagem de células tumorais viáveis em camundongos portadores 
de Tumor Ascítico de Ehrlich. 

 

Cel Totais 
(107) 

Volume 
(mL) 

GC 56,15±21,5 8,6±2,24 

GAC1 24,42±12,51* 3,8±1,69* 

GAC2 14,45±9,81* 3,12±1,79* 
Cada valor representa a média±DP. (n=10 camundongos por grupo) 
* p<0,0001, quando tratados e comparados com o controle 

 

No GAC1, apenas um dos animais não apresentou ascite no final de 15 dias, 

não se encontrando células tumorais após lavagem peritoneal com salina. No GAC2, 

dois animais não apresentaram ascite e também, após lavagem peritoneal não 

apresentaram células tumorais na contagem. Já no GC, todos os animais 

desenvolveram ascite e apresentaram células viáveis nas contagens. 

5.3 Avaliação do efeito da Acetona Cianidrina no Tumor Sólido de 

Ehrlich 

Após a administração da Acetona Cianidrina, também foram observadas 

alterações, como ocorreu no experimento com o Tumor Ascítico de Ehrlich. No GAC, 

os animais tiveram reações intensas como agitação inicial, com duração de 

aproximadamente 10 segundos, seguida de convulsões que culminavam em 

prostração do animal e taquicardia. Tais sinais foram observados em todos os dias 

de tratamento. 

Todos os animais inoculados desenvolveram o Tumor Sólido de Ehrlich por 

volta do sétimo dia após a inoculação e apresentaram formas e tamanhos variados, 

não sendo possível observar diferenças significativas entre os grupos controle e 

aqueles tratados com Acetona Cianidrina. Quando da extração do tumor, estes 

apresentavam formas diversas e diferentes tamanhos com aspecto esbranquiçado e 

liso, sem ainda apresentar invasão dos tecidos adjacentes (Figura 15). 
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Histologicamente, os tumores do grupo controle apresentavam-se como uma 

massa neoplásica circunscrita por uma pseudocápsula, onde as células neoplásicas 

apresentavam alto grau de diferenciação caracterizado pelo pleomorfismo celular e 

com núcleos proeminentes. Observou-se a presença de células em processo 

mitótico em número moderado e também de células gigantes. Os tumores 

apresentaram ainda um infiltrado inflamatório moderado (Figura 12). 

 

 

 
Figura 12 - Histologia do tumor de Ehrlich apresentando auto grau de diferenciação, 
infiltrado inflamatório e pseudo cápsula. 

 

Observou-se ainda, nos tumores do grupo GC, áreas de necrose do tipo 

coagulativa, onde foi possível verificar células que apresentavam citoplasma mais 

eosinofílico e com núcleo picnótico, células em cariorexe, ou seja, com distribuição 

irregular da cromatina e acumulada na membrana nuclear, células com núcleos 

fragmentados e células com dissolução da cromatina e desaparecimento da 
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estrutura nuclear. Em alguns tumores pode-se observar a presença de tecido fibroso 

(Figura 13). 

 

 
Figura 13 - Necrose por coagulação. Seta verde destacando o núcleo em picnose com 
diminuição de volume e intensa basofilia. Seta amarela, cariorexe. Seta preta, núcleo 
fragmentado. Seta branca, dissolução da cromatina com desaparecimento de estrutura 
nuclear. 

 

No aspecto histológico, os tumores do GC e GAC apresentaram-se muito 

semelhantes. Entretanto, foi possível observar uma diferença significativa entre os 

dois grupos em relação à ocorrência de necrose coagulativa (Figura 14) e volume 

tumoral (Figura 15), sendo a avaliação do efeito da Acetona Cianidrina no TSE 

realizada com base nestes valores (Tabela 4 e 5). 
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Figura 14 - Necrose de coagulação. Em (a) necrose de coagulação no grupo GC em (b) 
necrose de coagulação no grupo GAC. 

 

 

 
Figura 15 - Imagem ilustrativa do tumores extraídos dos camundongos após 15 dias da 
inoculação. Destaque para a apresentação dos volumes tumorais de cada animal dos 
grupos em ordem crescente de volume. 
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Tabela 4 - Valores das porcentagens de necrose e o 
volume tumoral no Tumor Sólido de Ehrlich para 
cada animal dos grupos 

Animais 
GC GAC 

NC 
(%) 

VT 
(mm3) 

NC 
(%) 

VT 
(mm3) 

1 1,02 37,17 48,21 5,94 

2 16,64 27,70 21,69 14,02 

3 11,56 6,33 36,35 3,21 

4 3,00 21,39 41,83 7,66 

5 15,12 22,40 54,32 8,00 

6 20,04 16,53 50,36 3,22 

7 15,57 6,38 26,55 11,02 

8 1,58 5,05 56,97 2,97 

9 49,68 5,61 37,48 6,16 

10 0,62 13,25 46,39 5,82 
(GC) grupo controle, (GAC) grupo tratado com 2,796 mg/Kg de 
acetona cianidrina. (NC) Necrose e (VT) volume tumoral. 

 

 

Tabela 5 - Efeito do tratamento da Acetona Cianidrina no Tumor 
Sólido de Ehrlich em relação aos parâmetros de Necrose e Volume 
Tumoral. 

 Necrose 
(%)a 

Volume Tumoral 
(mm3)b 

GC 13,48±14,71 16,18±10,94 

GAC 42,02±11,58 6,8±3,57 
Cada valor representa a média±DP. (n=10 camundongos por grupo) 
ap=0,0001 bp=0,0189 

 

Os resultados da porcentagem de necrose no grupo tratado com Acetona 

Cianidrina apresentaram uma diferença significativa (p=0,0001) quando comparados 

aos resultados do grupo controle (Figura 16). 
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Figura 16 - Gráfico representando as médias com 
desvio padrão da porcentagem de necrose nos grupos 
GC e GAC. 
*p=0,0001 

Em relação ao volume tumoral, os resultados do grupo tratado com AC 

também apresentaram uma diferença significativa (p=0,0189) em relação aos 

resultados do grupo controle (Figura 17). 

Volume Tumoral

GC
GAC

0

10

20

30

Grupos

V
ol

u
m

e 
T

u
m

o
ra

l
m

m
3

 

Figura 17 - Gráfico representando as médias com desvio 
padrão do volume tumoral nos grupos GC e GAC. 
*p=0,0001 

* 

* 
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6 DISCUSSÃO 

A Dose Letal (DL50), é a quantidade suficiente para causar a morte de 50% dos 

indivíduos submetidos ao agente tóxico. Ramalho et al. (2007) relataram que uma 

DL50 correspondente a 35,35 mg de CN- obtida pela liberação do cianeto da linamarina 

proveniente da mandioca administrada por via oral em ratos e ainda não observando 

evidências de anóxia em tecidos nobres (neurônios da córtex e células de Purkinje) 

provocadas pelo cianeto. Também não foram detectadas alterações significativas nas 

dosagens bioquímicas de Albumina, Glicose, Alanina Trasaminase, Aspartato 

Transaminase e Lactato Desidrogenase. 

A utilização da Acetona Cianidrina foi motivada pelo fato de que sua ação no 

organismo é semelhante a de seu equivalente molar de cianeto in vivo. Por exemplo, 

a DL50 intraperitoneal em camundongos para a Acetona Cianidrina é equivalente a 

2,65 mg de íon cianeto/Kg, sendo similar à do cianeto sódico que é de 2,54 mg íon 

cianeto/Kg e possuindo um tempo médio para a morte de 5 minutos para os dois 

compostos. A dose letal (DL50) de Acetona Cianidrina é de 8,5 mg/Kg de peso 

(MAGOS, 1962; THOMPSON et al., 2003). Neste experimento foram utilizadas 

doses abaixo dos valores letais, 1,864 e 2,796 mg de Acetona Cianidrina/Kg. 

A literatura apresenta estudos utilizando a implantação do tumor sólido no 

coxim plantar (MATSUZAKI, 2004; RIBEIRO et al., 2012; VERÇOSA JUNIOR et al., 

2007). A mesma forma de inoculação se mostrou de difícil manuseio, tanto no 

acompanhamento do crescimento tumoral como no processo histopatológico. O 

processo histopatológico se mostrou demorado e de difícil descalcificação da pata, 

devido à infiltração tumoral em meio aos diferentes tecidos presentes na pata do 

animal. A partir desses achados, optou-se pela inoculação subcutânea do tumor na 

parede abdominal (BELO et al., 2004), tornando possível observar de uma forma 

mais ampla o desenvolvimento do tumor. Além disso, o local se mostrou de fácil 

dissecação, sem a necessidade de descalcificação do tecido. 

As alterações observadas nos experimentos in vivo após a administração de 

Acetona Cianidrina, como convulsões seguida de prostração, também foram 

evidenciadas por Ribeiro (2012) em seu estudo para avaliar os efeitos 
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histopatológicos da AC em órgãos vitais de camundongos. Frakes e Sharma (1986) 

também relatam alterações semelhantes em hamsters após intoxicação por cianeto. 

O cianeto tem como propriedade uma elevada afinidade para com os metais, 

formando complexos com esses elementos. Após absorvido irá formar complexos 

com cátions metálicos de centros ativos de enzimas importantes, inibindo a sua 

função. O mecanismo que explica a toxicidade do cianeto envolve a inibição da 

cadeia respiratória mitocondrial. Este se liga ao ferro no estado férrico (Fe3+) do 

citocromo oxidase mitocondrial, enzima que intermedia a transferência de elétrons 

para o oxigênio molecular, o último passo da fosforilação oxidativa. O bloqueio desta 

enzima interrompe, assim, a capacidade da célula usar o oxigênio, conduzindo à 

anóxia tecidual. Além disso, compromete o metabolismo da célula e a produção de 

ATP é drasticamente reduzida (POULTON, 1983; MAGOS, 1962; SOTO-BLANCO et 

al., 2002). Entretanto, devido à inevitável exposição ao cianeto, os organismos vivos 

desenvolveram um mecanismo de autodefesa através da conversão do cianeto a 

tiocianato, pela transferência de enxofre do grupo sulfane sulfur (doador de enxofre) 

para o cianeto pela enzima mitocondrial rodanase (SOTO-BLANCO et al., 2002; 

ZOTTOLA, 2009). 

O Sulfane sulfur é gerado a partir de várias vias metabólicas e de proteínas 

capazes de estabilizá-lo e transportá-lo. A atividade in vitro de um número 

considerável de enzimas é regulada por compostos contendo sulfane sulfur. 

Acredita-se que esta substância possa exercer uma atividade reguladora através de 

modificações nos grupos -SH, e a deficiência no metabolismo anaeróbio de enxofre 

está relacionada a processos neoplásicos, infecções por vírus e imunodeficiência, 

sendo que tal atividade elevada e meia-vida curta lhe conferem características de 

um eficiente regulador (ICIEK e WLODEK, 2001). Em decorrência disso, as células 

com deficiência de sulfane sulfur apresentam uma atividade de rodanase 

significantemente diminuída (JURKOWSKA e WRÓBEL, 2008; JURKOWSKA et al., 

2011). No presente estudo, esta característica das células tumorais foi explorada 

para promover uma forte intoxicação com cianeto, como observado no experimento 

in vitro; os resultados demonstraram uma grande capacidade de inibição de 

crescimento mesmo na menor dose utilizada. 
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Uma característica presente nas células neoplásicas é a atividade residual da 

rodanase, (CIBIN, 2010) em decorrência de uma deficiência de sulfane sulfur, tal 

fato faz com que o transporte e biossíntese de compostos a partir deste grupamento 

não ocorram de maneira satisfatória em tais células. Esta situação sugere que a 

proliferação descontrolada de células neoplásicas seja um resultado da deficiência 

deste elemento, e que esta forma ativa de enxofre promoveria uma inibição da 

proliferação em células normais (W'ODEK et al., 1993; MELINO et al., 2011). 

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram uma interação 

diferenciada da Acetona Cianidrina em células do Tumor de Ehrlich em relação às 

células normais. Tais resultados são relacionados com aqueles encontrados por 

Jurkowska e Wróbel (2008), que compararam células de astrocitoma U373 com 

células e astrócitos de camundongos, encontrando uma atividade de rodanase 

significantemente diminuída nessas primeiras, devido a um menor teor de sulfane 

sulfur. Toohey (1989), em sua revisão, também traz informações que corroboram 

com os achados, como características dos compostos sulphane e sua afinidade em 

reagir com cianeto, bem como o defeito no metabolismo de enxofre em células 

cancerosas, levando a uma atividade somente residual de rodanase. Alterando, com 

isso, a biossíntese e transporte de compostos a partir do sulfane sulfur nestas 

células.  

A ação da Acetona Cianidrina nos experimentos desenvolvidos, demonstra a 

capacidade da célula tumoral de se intoxicar de maneira irreversível pela ação do 

cianeto, enquanto as células normais são refratárias para pequenas doses de 

cianeto devido à proteção proporcionada pela rodanase mitocondrial, com sua 

capacidade de desintoxicar o cianeto até um certo ponto. Uma vez que o limite é 

excedido, no entanto, a toxicidade é expressa. A ineficiência deste mecanismo 

intracelular nas células tumorais pode explicar a incapacidade das mesmas para 

eliminar o cianeto de maneira eficiente. Proporcionando com isso, um efeito dose e 

tempo dependente (YUSUF et al., 2006; CHANG et al., 2006; KOUSPAROU et 

al.,2002), como o ocorrido no experimento in vitro e demonstrados em estudo prévio 

(RAMALHO et al., 2010). A toxicidade do cianeto ocorre através de duas formas: a 

depleção de ATP causada pelo bloqueio da fosforilação oxidativa e da produção de 

espécies reativas de oxigênio (KOUSPAROU et al.,2002). 
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O comparativo do efeito da Acetona Cianidrina em células normais 

demonstrou-se satisfatório, evidenciando maior capacidade citotóxica ocorrida sobre 

as células do Tumor de Ehrlich, conforme também descrito em outros estudos 

utilizando cianoglicosídeos que demonstraram a ausência de intoxicação e 

inviabilização de células normais, (KOUSPAROU et al., 2002; NEWMARK et al., 

1981). 

A Acetona Cianidrina no Tumor Ascítico de Ehrlich proporcionou uma 

diminuição significativa no volume tumoral, levando à inibição total do tumor em 03 

animais, um do GAC1 e dois do GAC2, ou seja, em sua maior dose a inibição total 

do crescimento tumoral ocorreu em 20% dos animais. A literatura também relata o 

sucesso da terapia com cianeto utilizando gene suicida, baseada na transferência de 

um gene que codifica uma B-glicosidase (linamarase) para células de tumor, que na 

presença de um substrato inócuo (linamarina) produz cianeto, levando estas células 

a morrerem proporcionalmente à concentração de linamarina (KOUSPAROU et 

al.,2002; GARCÍA-ESCUDERO et al., 2008; CORTÉS et al.,1998; CORTÉS et al., 

2002). 

No Tumor Sólido de Ehrlich foi observada a presença de alterações 

moleculares compatíveis com necrose. A presença de necrose coagulativa no TSE é 

frequentemente observada, principalmente em tumores maiores, onde a necrose é 

caracterizada por uma extensa lise celular que ocorre no decorrer da lesão aguda 

(ABDEL-RAHMAN e KABEL, 2012; BELO et al. 2004). No presente experimento foi 

observada uma necrose mais acentuada no GAC em relação ao GC, lesões estas 

compatíveis com a exposição ao cianeto, onde os níveis de ATP são suspeitos de 

cair drasticamente devido à inibição da fosforilação oxidativa, sendo essa diminuição 

abaixo do nível necessário para a apoptose, consequentemente resultando em 

morte celular por necrose (KOUSPAROU et al., 2002). 

A capacidade do cianeto de penetrar na célula sem a ação de um receptor se 

deve ao íon cianeto ser uma molécula pequena e sua desintoxicação nos mamíferos 

ocorrer em maior parte mediada pela enzima rodanase (KOUSPAROU et al., 2002). 

Esta capacidade foi demonstrada neste experimento, onde o cianeto proveniente da 

degradação da Acetona Cianidrina foi liberado espontaneamente na cavidade 

abdominal, no Tumor Ascítico de Ehrlich diretamente dentro de um tumor, 
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provocando uma regressão evidente do mesmo; no experimento com Tumor Sólido 

de Ehrlich, o cianeto foi liberado fora tumor, cavidade abdominal, mas provocando 

necroses acentuadas nos mesmos, localização subcutânea. 

Link et al. (2006) demonstraram a eficiência do cianeto em camundongos na 

eliminação de um tumor sólido de células de glândulas mamárias deste animal. Após 

quatro dias de tratamento foi observada uma redução significativa na taxa de 

crescimento tumoral, quando comparado a tumores controles e foi observada uma 

correlação entre os níveis elevados de cianeto e a regressão do tumor. Os mesmos 

autores avaliaram a concentração de cianeto no sangue dos animais, cujos vestígios 

detectados indicavam claramente que o cianeto injetado ou gerado pelo sistema pró-

droga no tumor foi difundido através dos tecidos para a corrente sanguínea. Neste 

estudo também foi evidenciada uma regressão tumoral, tanto no Tumor Sólido de 

Ehrlich como no Tumor Ascítico de Ehrlich, porém, diferentemente do constatado por 

Link et al., após a administração da Acetona Cianidrina foram observadas alterações 

intensas, como agitação inicial seguida de convulsões que culminava em prostração 

do animal e taquicardia. Tais efeitos também foram observados por Frakes e 

Sharma (1986). 

As evidências observadas no presente estudo sugerem que a ação seletiva do 

cianeto deve-se a uma deficiência na sua eliminação observada na célula tumoral, 

como amplamente discutido na literatura. 
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7 CONCLUSÃO 

No experimento in vitro a Acetona Cianidrina induziu uma forte inibição do 
crescimento das células do Tumor de Erlich e não apresentou diferença significativa 
entre as doses utilizadas. 

A Acetona Cianidrina, através de seu equivalente molar de cianeto, foi capaz 
de promover no Tumor Ascítico de Ehrlich uma redução no volume tumoral, uma 
diminuição no número total de células tumorais, bem como impedir o 
desenvolvimento tumoral em 20% dos animais tratados. 

No Tumor Sólido de Ehrlich, a Acetona Cianidrina - através de seu 
equivalente molar de cianeto, foi capaz de induzir uma inibição no crescimento 
tumoral, bem como de produzir no mesmo um aumento na área de necrose. 
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ANEXO A - Carta de aprovação da Comissão de Ética no uso de animais 
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ANEXO B  Artigo Acta Cirúrgica: Sulfane Sulfur deficiency in malignant cells, 
increasing the inhibiting action of acetone cyanohydrin in tumor growth 
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