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O homem é tao inteligente que ele se sente
impelido a inventar teorias para explicar o que
acontece no mundo. Infelizmente, ele ndo é
inteligente o suficiente, na maioria dos casos,

para encontrar explicagées corretas.
Aldous Huxley

A mente crédulal...Jexperimenta um grande prazer
em acreditar em coisas estranhas, e quanto mais
estranhas forem, mais facilmente serdo aceitas;
mas nunca leva em consideracdo as coisas
simples e plausiveis, pois todo mundo pode

acreditar nelas.
Samuel Butler, Characters (1667-9)

A ciéncia requer o ceticismo mais Vvigoroso e
intransigente, porque a imensa maioria das ideias
esta simplesmente errada, e a unica maneira de
separar o joio do trigo é pela andlise e
experiéncias criticas. Se somos tdo abertos a
novas ideias a ponto de ser crédulos, e se nao
temos nem um micrograma de senso cético, ndo
podemos distinguir ideias promissoras das que
pouco valem. Aceitar acriticamente toda nogéo,
ideia e hipotese professada equivale a nao
conhecer nada. As ideias se contradizem umas as
outras; somente pelo exame cético podemos
decidir entre elas. Algumas séo de fato melhores

do que outras.

Parte da obra O MUNDO ASSOMBRADQO PELOS
DEMONIOS (1997) de  Carl Sagan



RESUMO

Ramalho, RT. Efeito do tratamento com acetona cianidrina na evolucao do
tumor sélido e ascitico de Ehrlich. Campo Grande, 2014. [Tese - Programa de
Pés-Graduagcdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objetivo: Estudar o efeito da Acetona Cianidrina (AC) nos tumores ascitico e sélido
de Ehrlich.

Métodos: Para o desenvolvimento do tumor ascitico, 1x10° células do Tumor de
Ehrlich (TE) foram inoculados em 30 camundongos Swiss, distribuidos em 3 grupos
(n=10): GC (salina); GAC1 (1,864 mg.Kg"' de AC) e GAC2 (2,796 mg.Kg"' de AC)
tratados a partir do 3° dia a cada 48h até o 13° no 15° dia, os animais sofreram
eutanasia e determinou-se o numero de células viaveis na ascite. Para o
desenvolvimento do tumor sélido, 2,5x10° células do Tumor de Ehrlich (TE) foram
inoculados em 10 camundongos Swiss, distribuidos em 2 grupos (n=10): GC
(salina); GAC (2,796 mg.Kg' de AC) tratados a partir do 3° dia a cada 48h até o 13°;
no 15° dia, os animais sofreram eutanasia seguida da dissecacao do tumor para
avaliagdo da atividade antitumoral. Paralelamente, as células de TE foram incubadas
com AC (0,5, 1,0, 2,0 ug.mL™), verificando-se a viabilidade celular e o percentual de
inibicao do crescimento (PIC) apés 1, 2, 3, 4, 18 e 24 horas.

Resultados: No tumor ascitico ocorreu reducédo do volume e do nimero de células
viaveis no GAC1 e GAC2, em relacdo ao GC. No GAC1, um dos animais nao
apresentou ascite; ja no GAC2, tal fato ocorreu com dois animais € no GC, todos os
animais desenvolveram ascite. No tumor sélido houve diferenca significativa entre os
dois grupos em relacdo a ocorréncia de necrose coagulativa (p=0,0001) e uma
diferenca significativa no volume tumoral (p=0,0189). A acao da AC in vitro foi dose e
tempo dependente e ndo houve diferenga significativa entre as trés doses.
Conclusao: A AC foi capaz de promover uma redugao 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 &rea de necrose.

Descritores: Antineoplasicos, 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 pyg.mL-1) to verify cell viability and the percentage of growth
inhibition (PGl) 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 INTRODUCAO

O céncer tem inicio quando as células em uma parte do corpo comegam a
crescer fora de controle. Existem muitos tipos, mas todos eles comegam devido a
esse crescimento celular descontrolado (ALMEIDA et al., 2005).

Esta enfermidade esta presente na humanidade, muito provavelmente, desde
seu surgimento. Muitas evidéncias de sua existéncia em nossos antepassados ja
foram observadas em mumias humanas fossilizadas, e foram encontrados relatos
em manuscritos antigos, embora a palavra cancer ainda nao tivesse sido utilizada
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Algumas das primeiras evidéncias de cancer foram encontradas entre os
tumores Osseos fossilizados, mumias humanas no Egito antigo e manuscritos
antigos. Crescimentos sugestivos de cancer de osso chamado osteosarcoma foram
observados em mumias. Destruicdo 6ssea do cranio, como observado no cancer da
cabeca e pescogo também foram encontrados. E o caso do Papiro Edwin Smith
(datado de 3000 AC), que é uma copia de parte de um livro do antigo Egito sobre
cirurgia do trauma, onde se descreve oito casos de tumores ou Ulceras da mama,
citando caracteristicas sobre a doenga, mas néo trazendo relato sobre tratamento. A
palavra cancer veio aparecer em documentos redigidos pelo grego Hipécrates (460 -
370 AC), sendo usados por ele os termos carcinos e carcinoma, que em grego
significa caranguejo. Mais tarde, 0 médico romano Celsus (28-50 AC) traduziu este
termo para cancer, palavra latina para caranguejo (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2012).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2014 (Quadro 1), validas também para
0 ano de 2015, apontam a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de
cancer, reforcando a magnitude do problema desta doenga no pais. Os tipos mais
incidentes serdo os canceres de prostata, traqueia, bréonquios e pulmao, célon e reto
e estbmago para o sexo masculino; e os canceres de mama, célon e reto, colo
uterino, traqueia, brénquios e pulmao para o sexo feminino (Quadro 2), (BRASIL,
2014).
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Quadro 1 - Estimativas de cancer para o ano de 2014 das taxas brutas de
incidéncia por 100 habitantes e do numero de casos, segundo sexo e
localizagcao primaria*

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Fonte: Brasil, 2014.
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Quadro 2 - Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2014 por sexo, exceto pele nao melanoma*

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Fonte: Brasil, 2014.

.
B o

No Mato Grosso do Sul, as estimativas para o ano de 2014, validas também
para o ano de 2015, apontam a provavel ocorréncia de 8.120 casos novos de
cancer, com maior incidéncia do tumor de préstata, com 1.020 casos (BRASIL,
2014).
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Em todo o mundo, diversos grupos estao desenvolvendo pesquisas avangadas
para buscar formas alternativas de tratamentos, mais eficazes e menos agressivos
aos pacientes. Uma destas vias é o uso de células transgénicas e nanoterapia
(CORTES et al., 2002; KOUSPAROU et al., 2002).

A incessante busca por substancias que sejam téxicas apenas para células
cancerigenas € uma necessidade para o aperfeicoamento da quimioterapia no
tratamento do céncer. Neste sentido, a Acetona Cianidrina comprovou em estudos
iniciais possuir uma agao in vitro frente a células do Tumor de Ehrlich e possuir um
nivel adequado de preservagao de células ndao-tumorais (RAMALHO, 2010).

Baseado nestes resultados, o presente projeto amplia os estudos com esta
droga, e entra para a fase in vivo, pesquisando a ag¢édo da Acetona Cianidrina sobre
o Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) e Tumor Soélido de Ehrlich (TSE) em

camundongos.

O Tumor de Ehrlich € uma neoplasia transplantavel que corresponde a um
adenocarcinoma mamario de camundongo fémea. Trata-se de um modelo pratico e
muito utilizado para analise antineoplasica devido ao curto periodo de tempo para
estudo, uma vez que o desenvolvimento da neoplasia se da de maneira rapida, 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 acdo da Acetona Cianidrina baseia-se em seu metabdlito cianeto,
proveniente de sua degradacado espontanea em pH ligeiramente alcalino, que atua
de forma letal na célula maligna aproveitando uma falha no metabolismo do cianeto
nestas células, devido a uma agao suprimida da enzima rodanase responsavel pela
desintoxicacdo do mesmo. Essa acado residual da enzima rodanase seria
desencadeada por uma falta de substrato para a reacdo, conhecido como sulfane
sulfur, responsavel por fornecer enxofre para eliminacdo do cianeto na forma de
tiocianato (TOOHEY, 1989; ZOTTOLA, 2009).

Atualmente, encontram-se revisdes na literatura que trazem informag¢des como

caracteristicas dos compostos sulfane e sua afinidade em reagir com cianeto, bem
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como evidéncia do metabolismo do enxofre nos processos de malignidade, a
deficiéncia de cistationase em muitas células malignas, diferencas no metabolismo
de homocisteina entre células normais e malignas. Além disso, evidenciam também
uma importante informagao 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 proliferacao incontrolavel de células
malignas pode estar relacionada a uma deficiéncia de sulfane sulfur e a uma agao
incontrolavel de um conjunto enzimatico 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 WROBEL, 2008).

Os avancgos em diversos campos do conhecimento tém levado a um progresso
na medicina jamais visto na histéria da humanidade. Este progresso também se
evidencia nos conhecimentos adquiridos em relagdo ao cancer, onde aprendemos
nas ultimas décadas mais do que tudo que aprendemos em todos os séculos
anteriores. Este crescimento no conhecimento sobre a biologia do cancer nos levou
a um poder maior de combate a doengca, bem como sua prevencgao, diagnostico
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 acao do cianeto, proveniente da acetona cianidrina em pH
alcalino, explorando a deficiéncia de sulfane sulfur em células malignas,

promovendo nas mesmas uma intoxicacgao irreversivel.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biologia das Células do Cancer

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento maligno de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo
disseminar (metastase) para outras regides do corpo, (BRASIL, 2011; SURESH,
2007).

Esta doenca resulta de mau funcionamento biolégico das células. As células
doentes proliferam-se descontroladamente e modificam a organizacdo do tecido.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formagdo de tumores (acumulo 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).

Polimeros proteicos, sdo importante elementos do citoesqueleto celular e séo
responsaveis por determinar a forma e a rigidez mecanica da célula. Estas
estruturas, bem como receptores de superficies, encontram-se alterados no cancer,
0 que leva a uma mudanca 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 a metastase tumoral,
(Figura 1), (SURESH, 2007).
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Figura 1 - Etapas envolvidas na metastase de células de cancer.
Fonte: Traduzido de Suresh (2007) adaptado com modificagbes de Weinberg (2006).

2.1.1 Apoptose e Cancer

Apoptose é o processo de morte celular programada e fisiolégica, que ocorre
através de uma série de eventos controlados geneticamente, sem alteracées nos
tecidos. Sua ocorréncia deve-se a diversas alteracées morfolégicas e bioquimicas.
Uma interrupcdo neste evento pode levar o tecido a um crescimento anormal,
tornando a apoptose um método de controle celular de suma importancia para a
célula. A apoptose em mamiferos pode ser iniciada através da ativagcdo de
receptores especificos presentes na superficie celular, chamados receptores da
morte, ou pela via intrinseca ou mitocondrial (BERGANTINI et al., 2005).

A apoptose pode ainda resultar da ativacao do gene supressor de tumor p53.
Sabe-se que mais da metade dos canceres humanos sdo devidos, principalmente, a

uma deficiéncia na funcao desse gene. O gene p53 atua como um reparador de
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danos no DNA, utilizando a inducéo da apoptose para prevenir, assim, a proliferacao
de células com o DNA mutado e ainda, promover a correcdo da mutacédo através da
ativacao da proteina de reparo (LEVINE, MOMAND, FINALY, 1991; ARRUDA et al.,
2008; RIVOIRE et al., 2001).

Embora o cancer exiba caracteristicas muito heterogéneas, todos os tumores
malignos adquiriram a propriedade de crescer além dos limites impostos as células
normais. A expansao 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 céncer, evidéncias
demonstram que a resisténcia a apoptose é uma das caracteristicas mais marcantes

da maioria dos tumores malignos (GRIVICICH et al., 2007).
2.1.2 Rodanase e Céancer

Rodanase (tiossulfato sulfotransferase) é uma sulfotransferase envolvida na
desintoxicacao de cianeto e processos de antioxidacdo. A Rodanase transporta
sulfane sulfur ligado covalentemente a outro atomo de enxofre, a partir de certos
doadores de enxofre (como tiossulfato, polissulfetos e persulfides), para varios
aceptores, entre eles o cianeto, (Figura 2), (WOOD, 1982; BORDO e BORK, 2002;
WROBEL et al. 2004).

Rhod ) + | $,05  w=» (Rhod=-S + (SO

Rhod-S CN™ ) =  Rhod '+ SCN

Figura 2 - Esquema representando a reagao de transferéncia do enxofre catalisada pela rodanase
Fonte: Bordo e Bork (2002)
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O papel biolégico da rodanase ainda € amplamente debatido devido ao fato de
que os substratos encontrados in vivo nao parecem representar aqueles
identificados nas reacdes in vitro. As proposicoes referentes as suas funcgdes
biolégicas incluem a desintoxicacdo do cianeto, formacao de complexos ferro-
enxofre, manutengédo do pool de sulfane, metabolismo do selénio e a biossintese da
tiamina, entre outras (BORDO e BORK, 2002; BIRKENKAMP-DEMTRODER et al.,
2002).

As células neoplasicas possuem uma total falta de atividade da Cistationase
(CST), enquanto a atividade de cisteina aminotransferase, 3-mercaptopiruvato
sulfotransferase (MpST) e rodanase é somente residual. Tal comportamento
prejudica a biossintese e transporte de compostos a partir do sulfane sulfur nestas
células (TOOHEY, 1989; PARK et al., 2005), Figura 3. Toohey (1989) sugere que a
proliferacdo descontrolada de células neoplasicas é resultado da deficiéncia 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 figados de camundongos portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich,
devido a uma diminui¢cdo nos niveis de sulfane sulfur (KWIECIEN et al. 2006).

Nas células do Tumor Ascitico de Ehrlich, em contraste com células normais
do figado e células do rim, existe uma total dependéncia do fornecimento de cisteina
a partir da reacao catalisada por y-glutamil-transpeptidase. A inibicdo da atividade y-
glutamil-transpeptidase limita significativamente a atividade das sulfotransferases,
prejudicando a defesa antioxidante, bem como a desintoxicacdo de drogas nessas
células cancerosas e pode seletivamente aumentar sua vulnerabilidade a

quimioterapia e radioterapia (WROBEL et al., 2004).
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Figura 3 - Participacdo das sulfotransferases na desintoxicacdo do cianeto. MPST 3-

mercaptopiruvato enxofretransferase. CN Cianeto. SCN™ Tiocianato.
Fonte:Wrébel et al. (2004).

Lin et al. (2010) citam estudos que sugerem por meio de experimentos in vivo
e in vitro que a cisteina provavelmente atua como um agente pré-oxidante,
promovendo danos oxidativos de DNA e levando a uma superproducédo de radicais
livres e peréxido de hidrogénio, o que promove uma mutacdo genética e como
consequéncia o desenvolvimento de um cancer. Segundo Lin, existe evidéncia de
um risco maior no desenvolvimento do cancer de mama entre mulheres com

concentragdes elevadas de cisteina plasmatica.

Segundo Murphy et al. (2011), a cisteina esta envolvida em uma série de vias
relevantes para a carcinogénese, mas ainda ha uma escassez de estudos
epidemioldgicos que determinem seu papel na etiologia do cancer. Os autores
relacionam uma diminuicdo significante do risco de cancer esofagico e gastrico
frente a grandes concentracdes de cisteina no soro. Esta diferenca encontrada por

eles em relacao a outros estudos ocorre, possivelmente, pelo grande niumero de vias
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bioldgicas que a cisteina modula. Sendo que seu papel na carcinogénese €
provavelmente determinado pelo tipo de tumor e pelo contexto fisioldgico.

2.1.3 Sulfane sulfur e Cancer

O termo Sulfane sulfur refere-se ao conjunto de compostos que apresentam
um atomo de enxofre ligado covalentemente a um outro atomo de enxofre reduzido.
"Proteinas associadas a enxofre", "enxofre ligado" e "enxofre acido-labil" referem-se
a compostos especificos com sulfane sulfur. Portanto, sulfane sulfur nao deve ser
utilizado de forma intercambidvel com os termos ja citados (ICIEK e WLODEK,

2001).

O Sulfane sulfur é gerado a partir de varias vias metabdlicas ja descritas,
sendo frequente a existéncia de proteinas carreadoras, capazes de estabilizar e
transportar sulfane sulfur. A deficiéncia no metabolismo anaerébio de enxofre esta
relacionada a processos neoplasicos, infecgdes por virus e imunodeficiéncia,
sugerindo que este possa exercer uma fungado reguladora nas células por meio de
modificacdo nos grupos -SH, e esta atividade elevada e meia-vida curta lhe
conferem caracteristicas de um eficiente regulador (ICIEK e WLODEK, 2001).

Toohey (1989), apresenta uma revisdo trazendo informagbes como
caracteristicas dos compostos sulfane e sua afinidade em reagir com cianeto, bem
como evidéncia do metabolismo do enxofre nos processos de malignidade, a
deficiéncia de cistationase em muitas células malignas e diferengas no metabolismo
de homocisteina entre células normais e malignas. O texto apresenta também uma
importante informacao 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 proliferagéo incontrolavel de células
malignas pode estar relacionada a uma deficiéncia de sulfane sulfur e uma acao
incontrolavel de um conjunto enzimatico 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 H.S produzido no cérebro de
camundongos a partir de cisteina através do metabolismo com cisteina
aminotransferase e 3-mercaptopiruvato sulfotransferase eram estocados sob a
forma estavel de sulfane sulfur conjugado, € que esta também é a maior fonte,

fisiologicamente relevante, produtora de H»S no cérebro, (Figura 4).

Em seus estudos, Jurkowska e Wrébel (2008), concluiram que o teor de
sulfane sulfur € menor em células astrocitoma U373, em comparagcdo com o0s
astrécitos de camundongo. N-acetilcisteina, um precursor de L-cisteina inibiu a
proliferacdo das células U373, constatacdo essa que foi associada com a
estimulacado da atividade 3-mercapto sulfo transferase (MPST) e elevacao do nivel
de sulfane sulfur. e que, em comparagcdo com as células normais, as atividades de
MPST e rodanase estdo significativamente diminuidas em linhagens U373

astrocitoma.
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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 niveis de Glutationa (GSH) estimulou a proliferacao
de células, ao passo que a diminuicdo de GSH provocou a inibicdo do crescimento
celular e aumento da apoptose em células pancreaticas cancerosas.

2.2 Tumor de Ehrlich

E uma neoplasia transplantavel de origem maligna que corresponde ao
adenocarcinoma mamario do camundongo fémea, podendo sofrer as influéncias dos
hormonios envolvidos na génese do cancer de mama, como estrogeno, prolactina,
androgenos e até mesmo dos hormdnios tireoidianos. O tumor pode crescer nestes
animais de duas formas distintas, ascitica (quando inoculado intraperitonealmente) e
sélida (quando inoculado no subcutaneo) ( PALERMO et al., 2003; VALADARES e
QUEIROZ, 2002). Por tais caracteristicas, é utilizado como modelo no estudo da
acao de componentes fisicos, quimicos e biolégicos sobre o crescimento,
patogénese, cinética, imunologia, bioquimica e terapéutica 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
pratico para analise antineoplasica de diversos compostos. Sua vantagem sobre os
demais tumores esta principalmente na possibilidade do conhecimento prévio da
quantidade e caracteristicas das células tumorais inoculadas. Outra caracteristica
importante é a possibilidade de um tempo curto de estudo, devido a rapidez no
desenvolvimento da neoplasia, ja que a forma ascitica atinge seu pico de
proliferacdo no sétimo dia, enquanto na forma sélida 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 ja possui a neoplasia desenvolvida, podendo ser inoculado
diretamente no peritbnio do animal receptor, desenvolvendo a forma ascitica, ou
diretamente por via subcutanea ou coxim plantar, desenvolvendo, assim, a forma
sélida do tumor de Ehrlich (RAMALHO et al., 2010; SILVA et al., 2002).

No aspecto histolégico, o tumor de Ehrlich apresenta-se como uma massa
tumoral envolvida por uma pseudocapsula e constituida por células pleomorficas
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com citoplasma abundante e as vezes apresentando vacuolos. Além disso, células
gigantes multinucleadas e figuras de mitose aparecem com certa frequéncia neste
tumor, o qual pode apresentar extensa area de necrose oriunda da morte de células
neoplasicas (ABDEL-RAHMAN E KABEL, 2012; OLORIS et al., 2002; BELO et al.,
2004).

2.3 Tratamento do cancer

O tratamento do cancer teve um desenvolvimento muito lento ao longo do
tempo. No passado, ndo se imaginava possivel qualquer tipo de tratamento curativo,
principalmente quando o cancer tinha se disseminado; além disso, acreditava-se que
uma possivel intervencao poderia ser mais prejudicial do que o tratamento. A historia
s6 comegou a mudar por volta do século 19 e inicio do século 20, onde grandes
avancos em cirurgia geral e cirurgia de cancer foram alcancados (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2012).

Segundo Almeida et al., (2005), o objetivo do tratamento do cancer é erradica-
lo e as acbes 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 ndo ha metastase. A radioterapia,
normalmente € usada em conjunto com a cirurgia com intuito de melhorar o
tratamento, mas também pode ser usada, com bastante eficiéncia, isoladamente. Os
autores citam que com estes tratamentos locais, cerca de um terco dos pacientes
consegue a cura da doenca. Ja nos demais casos ocorre 0 aparecimento de

micrometastases, indicando uma abordagem sistémica.

As pesquisas com terapia hormonal buscam uma melhor compreensao de
como os horménios influenciam o crescimento do cancer. Tais estudos tém
influenciado o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da doenca, além
de auxiliarem na maneira como se utilizam outras drogas, com o intuito de se
diminuir o desenvolvimento de cancer. Na area da imunoterapia, os cientistas
estudam vacinas que aumentam a resposta imunoldgica do organismo as células
cancerosas. As terapias orientadas atuam influenciando os processos que controlam

o crescimento, a divisdo e proliferacdo 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 neoplasicas preservando
as normais. Esse comportamento ndao € observado na maioria dos quimioterapicos
que atuam de forma ndo seletiva, eliminando tanto células neoplasicas quanto
células normais, principalmente células de crescimento rapido. Por este motivo,
observa-se varios efeitos colaterais do tratamento: nauseas, perda de cabelos e
suscetibilidade maior as infeccoes. Atualmente, varios estudos buscam reduzir os

efeitos colaterais da quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005).
2.4 Acetona Cianidrina (AC)

Também conhecida por 2 - Metil Lactonitrila ou a — Hidroxisobutironitrila, € um
liquido aquoso, incolor, com odor suave de améndoa, caracteristica esta devido a
presenca de cianeto de hidrogénio (HCN). Miscivel em agua, é muito utilizada na
fabricacdo de acrilico (Poli Metil Metacrilato), além de seu uso na industria
farmacéutica e de cosméticos. A acetona Cianidrina se decompde espontaneamente
em acetona e HCN na presenca de agua (CETESB, 2013; USA, 2009). Mais
informacgdes a respeito da Acetona Cianidrina sdo demonstradas no Quadro 1.

A Acetona Cianidrina possui massa molecular de 85,11, densidade de 0,925 a
25°C, bem como ponto de fusdo de —19°C. A férmula molecular e estrutural é
demonstrada na Figura 5.

OH

C4H-NO
HC CH, (C4H;NO)
CN

Figura 5 - Férmula molecular e estrutural da Acetona Cianidrina
Fonte: Merck Index (2005), Idibie (2007)
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Parametros Informacao

Foérmula molecular (CH3).C(OH)CN

Peso Molecular 85,1

Estado Fisico Liquido

Cor Transparente
Levemente amarelado

Sinénimos 2-Propanone cyanohydrin; 2-
cyano- 2-propanol; 2-cyano-2-
hydroxypropane;
hydroxyisobutyronitrile; 2-

methyllactonitrile;  2-hydroxy-2-
methylpropionitrile;
Acetoncyanhydrin

Pressao 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 hPaem 72°C

Densidade 0.932 g/cm® em 19°C
0.9267 g/cm® em 25°C

Ponto de fuséo -19°C a -20°C

Ponto de ebulicao 81°C em 30.7 hPa

82°C em 23 mm Hg
95°C em 1013 hPa
(decomposicdo em acetona e

HCN)

Solubilidade Muito soluvel em &agua, alcool e
éter

Odor Odor caracteristico de améndoa

devido ao cianeto livre
Limites para explosao 2.2 % (LEL) to 12 % (UEL)
Fatores de converséo 1 ppm = 3.5 mg/m3

1 mg/m3 = 0.28 ppm
Quadro 3 - Informacées fisico-quimicas da Acetona Cianidrina
Fonte: USA, 2009

A acdo da Acetona Cianidrina no organismo é semelhante a de seu
equivalente molar de cianeto in vivo. Por exemplo, a DLsy intraperitoneal em
camundongos para a Acetona Cianidrina € equivalente a 2,65 mg de ion cianeto/Kg,
similar a do cianeto sédico que € de 2,54 mg ion cianeto/Kg e possuindo um tempo
médio para a morte de 5 minutos para os dois compostos. A dose letal (DLsy) 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 acdao metabdlica rapida e letal. A intoxicacdo ocorre
principalmente através da inibicdo da citocromo-oxidase, uma enzima mitocondrial
da cadeia respiratoria. A exposicdo ao cianeto pode também resultar na perda da
capacidade para regular os sistemas de transporte de ions que controlam o pH
citosolico, com efeitos potencialmente letais. Nos mamiferos, a desintoxicacdo do
cianeto é catalisada, em sua maior parte, pela enzima rodanase, que é normalmente
encontrada no figado, e os metabdlitos ndo toxicos resultantes sdo excretados
através dos rins. Sendo uma molécula pequena, o cianeto pode facilmente penetrar
nas células e nao requer um mediador para exercer a sua agao (KOUSPAROU,
2002).

No que diz respeito ao metabolismo de cianeto, é importante fazer a distingao
entre o metabolismo do cianeto para baixas doses, que ocorre sob as circunstancias
em que o cianeto se encontra presente em concentracoes fisioldgicas, e de cianeto
em altas doses, em que quantidades de cianeto sao muito superiores aquelas
presentes em condicdes fisiolégicas normais. O metabolismo do cianeto em doses
baixas envolve a incorporacdo do cianeto, através de enzimas vitamina B12
dependentes (USA, 2009).

Em doses elevadas de cianeto, a via metabdlica de enzimas vitamina B12
dependentes fica rapidamente saturada, levando a desintoxicagdo que envolve a
formagao enzimatica de tiocianato. O ciclo catalitico se inicia com um doador de
enxofre ligando-se a rodanase e transferindo um atomo de enxofre a cisteina 247,
formando cisteina persulfido, (Figura 6). Esta transferéncia ativa a enzima e libera o
doador de enxofre reduzido. A enzima ativada liga-se ao cianeto (HCN) por meio de
uma ponte de hidrogénio utilizando um residuo carregado positivamente. Em
seguida, a rodanase transfere o enxofre terminal da cisteina persulfido para o HCN
formando tiocianato (HSCN), que € liberado e a enzima retorna ao seu estado inicial.
O tempo de meia vida para a conversao do cianeto para tiocianato a partir de uma
dose nao letal, em humanos, é entre 20 e 60 minutos (USA, 2009; ZOTTOLA et al.,
2009).
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Figura 6 - Mecanismo da desintoxicacao do cianeto mediada pela rodanase.
Fonte: Zottola et al. (2009)

Alteragdes moleculares ap6s a intoxicacdo por cianeto sugerem uma morte
celular por necrose, a qual é caracterizada por uma extensa lise celular que ocorre
no decorrer da lesdo aguda, ocorrendo a inibicdo da fosforilacdo oxidativa
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mitocondrial e levando a uma asfixia celular. Admite-se que para a inducgéo
apoptética sejam necessarios niveis elevados de energia (ATP), enquanto que
durante a necrose eles sao menores. Durante a exposicao ao cianeto, os niveis de
ATP sao suspeitos de cair drasticamente devido a inibicado da fosforilacdo oxidativa,
sendo essa diminuicdo abaixo do nivel necessario para a apoptose,
consequentemente resultando em morte celular por necrose (KOUSPAROU, 2002).

2.4.2 O cianeto no controle do cancer

Encontra-se na literatura uma infinidade de trabalhos relacionados ao uso de
substancias cianogénicas, como a Linamarina e a Amigdalina, no combate ao
cancer (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). Nao obstante, pode-se encontrar um
namero igualmente elevado de artigos com questées 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 péssego (Prunus pérsica). Segundo os autores, 0
cianeto seria o ingrediente ativo da Amigdalina no combate ao cancer e que a
enzima rodanase, que tem a capacidade de desintoxicar cianeto e esta presente nos
tecidos normais, seria deficiente nas células cancerosas, deixando de protegé-las
enquanto as células normais permaneceriam intactas. A desintoxicacdo do cianeto
ocorre em todas as células humanas normais, mas as células cancerigenas, que
apresentam uma baixa atividade de rodanase tornam-se vulneraveis ao efeito toxico
do cianeto, (JAMSHIDZADEH et al., 2001).

No conceito mais atual, em que compostos sdo usados em quimioterapia
devido a agao 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, interagdes e outras
caracteristicas da Linamarina e Linamarase; Keresztessy et al. (2001) que
identificaram e clonaram a sequéncia genética da mandioca, que é responsavel pela

sintese de Linamarase, principal enzima envolvida na degradagao da Linamarina,
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dando inicio assim ao uso da substancia em testes de terapia génica e
demonstrando todo seu potencial para o tratamento do cancer; Kousparou et al.
(2002) que descreveram um processo baseado na enzima [-glicosidase em
combinacao com uma “pro-droga” (Linamarina) com producao de cianeto citotéxico.

O uso de terapia génica através de células-alvo vem ganhando espaco na
pesquisa. Cortés et al. (2002) demonstraram que o sistema bystander nao inativou
preferencialmente células produtoras de metabdlitos téxicos, mas também as células
cancerosas nao produtoras em torno das células bystander, e que produziu cianeto
suficiente para causar regressao do tumor, demonstrando o potencial do sistema de
terapia génica Linamarina/Linamarase como ferramenta para eliminacao de tumores

in vivo.

A principal hipétese do uso de substancias cianogénicas no tratamento de
cancer é ancorada pela ineficiéncia dessas células em eliminar o cianeto (CN). Iciek
e Wilodek (2001) descreveram que esta baixa eficiéncia é comprometida pela
diminuicdo de compostos Sulfane sulfur. Informaram ainda que a regressao de
tumores transplantados em camundongos e inibicdo do tumor induzido por
cancerigenos, através do uso de diferentes precursores Sulfane sulfur, confirmam a
hip6tese acima. Um ambiente perfeito para intoxicacdo acumulativa por cianeto é
proporcionado nas células cancerigenas, 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 ESPECIFICO

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

de Ebhrlich, in vitro, apés tratamento com Acetona Cianidrina.

3.2.2 Avaliar a agdo da Acetona Cianidrina no desenvolvimento do Tumor

Ascitico de Ehrlich em camundongos.

3.2.3 Avaliar a agdo da Acetona Cianidrina no desenvolvimento do Tumor

Sélido de Ehrlich em camundongos.
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4 METODOLOGIA

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob protocolo nimero 227.

4.1 - Manutencao do tumor in vivo e obtencao das células tumorais

Utilizou-se como modelo experimental o tumor ascitico de Erlich em
camundongos, proveniente de cepa fornecida pelo Departamento de Imunopatologia
da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu, SP. A manutenc¢do do tumor in
vivo foi feita pela injecdo intraperitoneal de 2x10° 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 proporcao de 1/1) sete dias apés a
inoculacao tumoral. Apbés a assepsia da parede abdominal com alcool iodado, foi
realizada a laparotomia mediana, com retirada de todo o liquido ascitico possivel,
por meio de aspiracao com seringa de 5mL e transferéncia do liquido para um tubo

de ensaio seco e estéril.

A seguir, o liquido foi centrifugado duas vezes a 1500 rpm durante dez
minutos, sendo o sobrenadante descartado e as células tumorais novamente
suspensas em solucao salina tamponada ao volume original (3mL a 5mL). O nimero
total de células na suspenséao foi determinado pela contagem de células na camara
de Neubauer. A concentracdo desejada (10® células por mL) de células foi obtida
mediante a diluicdo da suspensdao em solucdo salina tamponada e em seguida
0,2mL da solucdo 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 ventilacdo apropriada e
alimentados com agua natural e racao (oferecidas “ad libitum”). Os animais foram
manipulados através da base da cauda, de maneira rapida e cuidadosa até que
fossem colocados sobre a superficie de apoio para os procedimentos.
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4.2 Avaliacao da inibicao de crescimento de células do tumor de Ehrlich
apos tratamento com Acetona Cianidrina in vitro

4.2.1 Preparacgéo das células e cultura

A suspenséao celular obtida a partir dos animais de manutencao 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 suspensao celular foi
ajustada para 1,0 x10° células.mL-1. Depois de ajustada a concentracdo, a
suspensao foi separada em aliquotas de 1,0 mL e cultivadas com 0 (controle), 0,5,
1,0 e 2.0ug de Acetona Cianidrina em DMEM suplementado com 5% de soro fetal,
com um pH entre 7,0 e 7.2. Apo6s 1, 2, 3, 4, 18 e 24 horas, foram realizados testes
de viabilidade celular e a porcentagem de inibicao do crescimento (PIC) foi
determinada, sendo este procedimento repetido duas vezes e em duplicata.

4.2.2 Calculo da Porcentagem de Inibicdo de Crescimento

A férmula abaixo foi utilizada para calcular a PIC celular:

PIC =100 (1 - R/C)

Onde:

(R) N°de células viaveis no grupo tratado
(C) N°de células viaveis no grupo controle
Fonte: NERY (2004)
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4.3 Avaliacao da acao da Acetona Cianidrina no Tumor Ascitico 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 experimentacao por
sete dias prévios aos procedimentos.

4.3.2 Transplante do tumor

Os animais doadores sofreram eutanasia com dose excessiva de anestésico.
Em seguida, realizou-se a lavagem peritoneal com 3mL de solugdo salina
tamponada, retirando-se por aspiracdo os mesmos 3mL. A suspensao celular obtida
foi centrifugada, o sobrenadante desprezado e o sedimento resuspendido com 3mL
de solugéo salina tamponada. Na suspensao, foi realizado o teste de viabilidade
celular através de exclusdo do azul de Tripan. Em seguida, foi determinado o
numero de células em Camara de Neubauer.

Todos os camundongos dos 3 grupos receberam inje¢do intraperitoneal

contendo 0,4mL de suspenséo de células do TAE (contendo 1,0x10° células viaveis).
4.3.3 Programa de Tratamento

O dia da inoculacao 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 distribuidos 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 solucéo 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 apds o ultimo
tratamento, os animais sofreram eutanasia através da administracdo 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 solugdo salina normal).
Aquelas que nao incorporaram o corante foram consideradas viaveis, enquanto as
demais eram inviaveis. Estas células vidveis e nao viaveis foram contadas
(RAMALHO et al. 2010).

4.4 Avaliacao da Acetona Cianidrina no Tumor Sélido de Ehrlich (TSE)
4.4.1 Implantacdo 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 experimentacao por

sete dias prévios aos procedimentos.

Os animais doadores sofreram eutanasia com dose excessiva de anestésico.
Apé6s foram feitas a lavagem peritoneal com 3mL de solugdo salina tamponada,
retirando-se em seguida por aspiracdo os mesmos 3mL. A suspensao celular obtida
foi centrifugada, o sobrenadante desprezado e o sedimento resuspendido com 3mL
de solucédo salina tamponada. Na suspensao foi realizado o teste de viabilidade
celular através de exclusdo do azul de Tripan. Em seguida, foi determinado o

numero de células em Camara 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 apos tricotomia foram inoculados, com auxilio de seringas e agulhas descartaveis,
com 0,05mL de suspensdo celular contendo 2,5 x 10° células viaveis de tumor de
Ehrlich, via subcuténea, provenientes dos animais portadores para manutengao, na
parede abdominal esquerda de todos os animais (Figura 7), obtendo-se, assim, a
implantagdo do TSE. Os animais foram mantidos com o tumor durante 15 dias.
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Figura 7 - Tumor Solido de Ehrlich implantado
subcutdneo na parede abdominal esquerda do
camundongo.

4.4.2 Programa de Tratamento

O dia da inoculacao 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 distribuidos 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 apds o ultimo
tratamento, os animais sofreram eutanasia através da administracdo de dose
excessiva de anestésico (0,25mL de quetamina e xilazina na proporgéo de 1/1), para
avaliacdo da atividade antitumoral da Acetona Cianidrina no tumor soélido. Em
seguida foi efetuada a pesagem dos animais.

4.4.3 Extragédo do Tumor Solido de Ehrlich

A massa tumoral (Figura 8) foi coletada e sua medida no maior e menor eixo
foi determinada utilizando um paquimetro digital marca ZAAS (Figura 9). E em
seguida foi mantida em solugéo de formaldeido a 10% por um dia e transferida para
alcool 70%. ApGs, as amostras foram enviadas ao Laboratério de Histopatologia do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UFMS, para serem incluidas em
parafina, cortadas com 5um de espessura e coradas pela hematoxilina-eosina (HE).
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Figura 8 - Extracdo do Tumor Sélido de
Ehrlich ap6és 15 dias de inoculacdo
subcutanea na parede abdominal esquerda
do camundongo.

Figura 9 - Obtencdo das medidas tumorais,
utilizando paquimetro de precisao ZAAS.

4.4 .4 Quantificacdo do volume tumoral

Apoés a extracado, os tumores foram medidos manualmente (os dois didmetros,
maior e menor) utilizando-se um paquimetro (Figura 9). A realizacao do célculo do

volume tumoral foi de acordo com a seguinte férmula:

VT = Dxd?/2
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Onde:

(VT) Volume Tumoral

(D) Diametro maior

(d) Diametro menor.

Fonte: GOMES-NETO (2008), SILVA (2006a); SHINKAI (2002)

4.4.5 Preparo do fragmento tumoral para histologia

Apos a eutanasia, os fragmentos dos tumores foram coletados, medidos e
fixados em formol 10% por 24 horas; em seguida, foram transferidos para alcool
70% e enviados para o Laboratério de Histopatologia do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFMS, onde foram incluidos em parafina, cortados com
5um de espessura e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

4.4.6 Quantificagdo da porcentagem de necrose na area tumoral

As laminas foram coradas por HE e, em seguida, submetidas a leitura e
determinacao das areas de necrose; em meio a massa tumoral, as mesmas foram

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

As imagens da massa tumoral foram analisadas ao microscépio em objetiva
de 20X e capturadas em sua plenitude utilizando uma maquina fotografica digital da
marca Nikon modelo Coolpix. Apds serem digitalizadas, as imagens foram
analisadas no software AutoCAD e as areas de necrose delimitadas por meio do
cursor eletrdnico e calculadas em mm?, sendo também delimitada a &rea total da

massa tumoral e calculada sua respectiva area em mm? (Figura 10).
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Tumor de Ehrlich Area Total do Tumor

Area de Necrose Area Total + Necrose

Figura 10 - llustragdo da determinacdo da éarea total do tumor de
Ehrlich e da area de necrose do tumor, utilizando o software AutoCAD.

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

utilizada a seguinte férmula:

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

Fonte:MATSUZAKI (2004)

4.5 Analise Estatistica

4.5.1 Avaliacédo da PIC em células do TE e o efeito no TAE apés tratamento
com Acetona Cianidrina

Para verificar as diferencgas significativas entre os grupos in vitro e no TAE, os
resultados foram analisados com o one-way ANOVA seguido pelo teste de

comparacao multipla de Tukey. O nivel de significancia foi de 5% (p <0,05).
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4.5.2 Avaliagédo da Acetona Cianidrina no TSE

Para verificar as diferencas significativas entre os grupos Controle e
Tratamento no TSE, os resultados foram analisados por estatistica do tipo
paramétrica para duas amostras independentes com utilizacao do teste de t-student.
O nivel de significancia foi de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da porcentagem de inibicao de crescimento da Acetona

Cianidrina in vitro

Com os resultados demonstrados na Figura 11 e Tabela 1, referentes a
porcentagem de inibicdo do crescimento das células do Tumor Ascitico de Ehrlich
apds o tratamento com Acetona Cianidrina, constatou-se que as trés doses de

Acetona Cianidrina utilizadas demonstraram um mesmo padrao.

Inibicao do Crescimento das Ceélulas de TAE
(%)
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Figura 11 - Gréafico demonstrando a curva de inibicdo de crescimento apds
tratamento com Acetona Cianidrina in vitro em relagao ao controle.

A avaliagédo do percentual de inibicdo da Acetona Cianidrina demonstrou ndo
haver uma diferenca significativa entre as trés doses, 0,5, 1 e 2 pg/mL, atingindo
89,47, 92,11 e 94,74%, respectivamente.
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5.2 Avaliacao da acao da Acetona Cianidrina no Tumor Ascitico de
Ehrlich

Apo6s a administracdo da Acetona Cianidrina, foram observadas alteracoes
nos animais tratados; os representantes do GAC1 apresentaram prostracdo com
duracao de 5 a 10 minutos, enquanto que no GAC2 as reacdes foram mais intensas,
apresentando agitacao inicial seguida de convulsdes que culminavam em prostracao
do animal e taquicardia. Tais sinais foram observados em todos os dias de

tratamento.

A administragao intraperitoneal de Acetona Cianidrina na dose de 1,864 e
2,796 mg/Kg de peso corporal levou a uma reducao do volume do tumor e contagem
de células viaveis 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 Ascitico de Ehrlich para cada animal dos grupos

GC GACT GAC2
Animais™&y VT cv VT cV VT
(10)  (mL) (10) (mL) (10)  (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 43
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 7400 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 viaveis e (VT) volume tumoral.
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Tabela 3 - Efeito do tratamento de Acetona Cianidrina no volume e
contagem de células tumorais viaveis em camundongos portadores
de Tumor Ascitico de Ehrlich.

Cel Totais Volume
(10" (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 médiatDP. (n=10 camundongos por grupo)
* p<0,0001, quando tratados e comparados com o controle

No GAC1, apenas um dos animais ndo apresentou ascite no final de 15 dias,
nao se encontrando células tumorais apés lavagem peritoneal com salina. No GAC2,
dois animais nao apresentaram ascite e também, apds lavagem peritoneal nao
apresentaram células tumorais na contagem. J& no GC, todos os animais

desenvolveram ascite e apresentaram células viaveis nas contagens.

5.3 Avaliacao do efeito da Acetona Cianidrina no Tumor Sélido de
Ehrlich

Apo6s a administragdo da Acetona Cianidrina, também foram observadas
alteracdes, como ocorreu no experimento com o Tumor Ascitico de Ehrlich. No GAC,
0s animais tiveram reacfes intensas como agitacao inicial, com duracdo de
aproximadamente 10 segundos, seguida de convulsées que culminavam em
prostracdo do animal e taquicardia. Tais sinais foram observados em todos os dias
de tratamento.

Todos os animais inoculados desenvolveram o Tumor Sélido de Ehrlich por
volta do sétimo dia apds a inoculagao e apresentaram formas e tamanhos variados,
nao sendo possivel observar diferencas significativas entre os grupos controle e
aqueles tratados com Acetona Cianidrina. Quando da extracdo do tumor, estes
apresentavam formas diversas e diferentes tamanhos com aspecto esbranquicado e

liso, sem ainda apresentar invasao dos tecidos adjacentes (Figura 15).
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Histologicamente, os tumores do grupo controle apresentavam-se como uma
massa neoplasica circunscrita por uma pseudocapsula, onde as células neoplasicas
apresentavam alto grau de diferenciagéo caracterizado pelo pleomorfismo celular e
com nucleos proeminentes. Observou-se a presenga de células em processo
mitético em numero moderado e também de células gigantes. Os tumores

apresentaram ainda um infiltrado inflamatério moderado (Figura 12).

4 -/. '/O ::'\:“ +3d L PRt e Ly b STty
Figura 12 - Histologia do tumor de Ehrlich apresentando auto grau de diferen
infiltrado inflamatério e pseudo capsula.

ciacao,

Observou-se ainda, nos tumores do grupo GC, areas de necrose do tipo
coagulativa, onde foi possivel verificar células que apresentavam citoplasma mais
eosinofilico e com nucleo picnético, células em cariorexe, ou seja, com distribuicao
irregular da cromatina e acumulada na membrana nuclear, células com nucleos

fragmentados e células com dissolugdo da cromatina e desaparecimento da
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estrutura nuclear. Em alguns tumores pode-se observar a presenca de tecido fibroso
(Figura 13).

it B ) < Bt

Figura 13 - Necrose por coagulagdo. Seta verde destacando o nucleo em picnose com
diminuicdo de volume e intensa basofilia. Seta amarela, cariorexe. Seta preta, nucleo
fragmentado. Seta branca, dissolucdo da cromatina com desaparecimento de estrutura
nuclear.

-

No aspecto histolégico, os tumores do GC e GAC apresentaram-se muito
semelhantes. Entretanto, foi possivel observar uma diferenca significativa entre os
dois grupos em relacdo a ocorréncia de necrose coagulativa (Figura 14) e volume
tumoral (Figura 15), sendo a avaliacdo do efeito da Acetona Cianidrina no TSE

realizada com base nestes valores (Tabela 4 e 5).



50

Figura 171 - Necrose de coagula(;éo. Em (a)
necrose de coagulagéo no grupo GAC.

TUMOR SOLIDO DE EHRLICH

Tratamento GAC: 2,796 mg/Kg de Acetona Cianidrina (IP) no 3°, 5°, 7°, 9°, 11° e 13° dia de inocula¢ido
Tratamento GC: Salina (IP) no 3°, 5°, 7°, 9°, 11° e 13° dia de inoculagio

Volume
11,02 14,02 (mm)

L

Volume
37,17 (mm)

B

- b i 5 - - b, - - .
Figura 15 - Imagem ilustrativa do tumores extraidos dos camundongos apés 15 dias da

inoculagdo. Destaque para a apresentacao 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 Soélido de Ehrlich para
cada animal dos grupos

GC GAC

Animais NC VT NC VT
(%) (mm°) (%) (mm°)

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
3 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
Sélido de Ehrlich em relacao aos parametros de Necrose e Volume

Tumoral.
Necrose Volume Tumoral
(%)? (mm®)°
GC 13,48+14,71 16,18+10,94
GAC 42,02+11,58 6,8+3,57

Cada valor representa a médiatDP. (n=10 camundongos por grupo)
?p=0,0001 °p=0,0189

Os resultados da porcentagem de necrose no grupo tratado com Acetona
Cianidrina apresentaram uma diferenca significativa (p=0,0001) quando comparados

aos resultados do grupo controle (Figura 16).
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60- N
@
O 40~
O
(3]
Z S
<))
T 204
S
c L) L)
O o
o v
Grupos

Figura 16 - Grafico representando as medias com
desvio padrao da porcentagem de necrose nos grupos
GC e GAC.

*p=0,0001

Em relacdo ao volume tumoral, os resultados do grupo tratado com AC
também apresentaram uma diferenca significativa (p=0,0189) em relacdo aos

resultados do grupo controle (Figura 17).
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Figura 17 - Grafico representando as médias com desvio
padrao do volume tumoral nos grupos GC e GAC.
*p=0,0001
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6 DISCUSSAO

A Dose Letal (DLsp), € a quantidade suficiente para causar a morte de 50% dos
individuos submetidos ao agente toxico. Ramalho et al. (2007) relataram que uma
DLso correspondente a 35,35 mg de CN™ obtida pela liberagéo do cianeto da linamarina
proveniente da mandioca administrada por via oral em ratos e ainda ndo observando
evidéncias de andxia em tecidos nobres (neurdnios da cértex e células de Purkinje)
provocadas pelo cianeto. Também nao foram detectadas alteragdes significativas nas
dosagens bioquimicas de Albumina, Glicose, Alanina Trasaminase, Aspartato
Transaminase e Lactato Desidrogenase.

A utilizacdo da Acetona Cianidrina foi motivada pelo fato de que sua acao no
organismo é semelhante a de seu equivalente molar de cianeto in vivo. Por exemplo,
a DLsg intraperitoneal em camundongos para a Acetona Cianidrina € equivalente a
2,65 mg de ion cianeto/Kg, sendo similar a do cianeto sodico que é de 2,54 mg ion
cianeto/Kg e possuindo um tempo médio para a morte de 5 minutos para os dois
compostos. A dose letal (DLsy) de Acetona Cianidrina € 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 implantacao do tumor sélido no
coxim plantar (MATSUZAKI, 2004; RIBEIRO et al., 2012; VERCOSA JUNIOR et al.,
2007). A mesma forma de inoculagdo se mostrou de dificil manuseio, tanto no
acompanhamento do crescimento tumoral como no processo histopatolégico. O
processo histopatolégico se mostrou demorado e de dificil descalcificacao da pata,
devido a infiltracdo tumoral em meio aos diferentes tecidos presentes na pata do
animal. A partir desses achados, optou-se pela inoculacdo subcutdnea do tumor na
parede abdominal (BELO et al., 2004), tornando possivel observar de uma forma
mais ampla o desenvolvimento do tumor. Além disso, o local se mostrou de facil

dissecacao, sem a necessidade de descalcificacéo do tecido.

As alteracdes observadas nos experimentos in vivo apos a administracao de
Acetona Cianidrina, como convulsdes seguida de prostracdo, também foram
evidenciadas por Ribeiro (2012) em seu estudo para avaliar os efeitos
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histopatolégicos da AC em érgéos vitais de camundongos. Frakes e Sharma (1986)

também relatam alteragcdes semelhantes em hamsters apds intoxicagdo por cianeto.

O cianeto tem como propriedade uma elevada afinidade para com os metais,
formando complexos com esses elementos. Apds absorvido ird formar complexos
com cations metalicos de centros ativos de enzimas importantes, inibindo a sua
funcdo. O mecanismo que explica a toxicidade do cianeto envolve a inibicdo da
cadeia respiratéria mitocondrial. Este se liga ao ferro no estado férrico (Fe®*) do
citocromo oxidase mitocondrial, enzima que intermedia a transferéncia de elétrons
para o oxigénio molecular, o ultimo passo da fosforilagcao oxidativa. O bloqueio desta
enzima interrompe, assim, a capacidade da célula usar o oxigénio, conduzindo a
anoxia tecidual. Além disso, compromete o metabolismo da célula e a producéo de
ATP é drasticamente reduzida (POULTON, 1983; MAGOS, 1962; SOTO-BLANCO et
al., 2002). Entretanto, devido a inevitavel exposicdo ao cianeto, 0os organismos vivos
desenvolveram um mecanismo de autodefesa através da conversdo do cianeto a
tiocianato, pela transferéncia 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 varias vias metabdlicas e de proteinas
capazes de estabiliza-lo e transporta-lo. A atividade in vitro de um ndamero
consideravel de enzimas é regulada por compostos contendo sulfane sulfur.
Acredita-se que esta substancia possa exercer uma atividade reguladora através de
modificacdes nos grupos -SH, e a deficiéncia no metabolismo anaerébio de enxofre
esta relacionada a processos neoplasicos, infecgdes por virus e imunodeficiéncia,
sendo que tal atividade elevada e meia-vida curta Ihe conferem caracteristicas de
um eficiente regulador (ICIEK e WLODEK, 2001). Em decorréncia disso, as células
com deficiéncia de sulfane sulfur apresentam uma atividade de rodanase
significantemente diminuida (JURKOWSKA e WROBEL, 2008; JURKOWSKA et al.,
2011). No presente estudo, esta caracteristica das células tumorais foi explorada
para promover uma forte intoxicagcdo com cianeto, como observado no experimento
in vitro; os resultados demonstraram uma grande capacidade de inibicdo de

crescimento mesmo na menor dose utilizada.
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Uma caracteristica presente nas células neoplasicas € a atividade residual da
rodanase, (CIBIN, 2010) em decorréncia de uma deficiéncia de sulfane sulfur, tal
fato faz com que o transporte e biossintese de compostos a partir deste grupamento
nao ocorram de maneira satisfatéria em tais células. Esta situacdo sugere que a
proliferacao descontrolada de células neoplasicas seja um resultado da deficiéncia
deste elemento, e que esta forma ativa de enxofre promoveria uma inibicdo da
proliferacao em células normais (W'ODEK et al., 1993; MELINO et al., 2011).

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram uma interacéo
diferenciada da Acetona Cianidrina em células do Tumor de Ehrlich em relagdo as
células normais. Tais resultados sao relacionados com aqueles encontrados por
Jurkowska e Wrobel (2008), que compararam células de astrocitoma U373 com
células e astrocitos de camundongos, encontrando uma atividade de rodanase
significantemente diminuida nessas primeiras, devido a um menor teor de sulfane
sulfur. Toohey (1989), em sua revisdo, também traz informagdes que corroboram
com os achados, como caracteristicas 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 biossintese e transporte de compostos a partir do sulfane sulfur nestas

células.

A acéo da Acetona Cianidrina nos experimentos desenvolvidos, demonstra a
capacidade da célula tumoral de se intoxicar de maneira irreversivel pela acao do
cianeto, enquanto as células normais sao refratarias para pequenas doses de
cianeto devido a protecdo 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 ineficiéncia 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
deplecéo de ATP causada pelo bloqueio da fosforilacdo oxidativa e da producgéo de
espécies reativas de oxigénio (KOUSPAROU et al.,2002).
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O comparativo do efeito da Acetona Cianidrina em células normais
demonstrou-se satisfatério, evidenciando maior capacidade citotéxica ocorrida sobre
as células do Tumor de Ehrlich, conforme também descrito em outros estudos
utilizando cianoglicosideos que demonstraram a auséncia de intoxicagdo e
inviabilizacdo de células normais, (KOUSPAROU et al., 2002; NEWMARK et al.,
1981).

A Acetona Cianidrina no Tumor Ascitico de Ehrlich proporcionou uma
animais, um do GAC1 e dois do GAC2, ou seja, em sua maior dose a inibicao total
do crescimento tumoral ocorreu em 20% dos animais. A literatura também relata o
sucesso da terapia com cianeto utilizando gene suicida, baseada na transferéncia de
um gene que codifica uma B-glicosidase (linamarase) para células de tumor, que na
presenca de um substrato inécuo (linamarina) produz cianeto, levando estas células
a morrerem proporcionalmente a concentracdo de linamarina (KOUSPAROU et
al.,2002; GARCIA-ESCUDERO et al., 2008; CORTES et al.,1998; CORTES et al.,
2002).

No Tumor Sélido de Ehrlich foi observada a presenca de alteragdes
moleculares compativeis com necrose. A presenca 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 lesdo aguda
(ABDEL-RAHMAN e KABEL, 2012; BELO et al. 2004). No presente experimento foi
observada uma necrose mais acentuada no GAC em relagdo ao GC, lesdes estas
compativeis com a exposicao ao cianeto, onde os niveis de ATP sédo suspeitos de
cair drasticamente devido a inibicdo da fosforilacdo oxidativa, sendo essa diminuicao
abaixo do nivel necessario para a apoptose, consequentemente resultando em
morte celular por necrose (KOUSPAROU et al., 2002).

A capacidade do cianeto de penetrar na célula sem a acao de um receptor se
deve ao ion cianeto ser uma molécula pequena e sua desintoxicagdo nos mamiferos
ocorrer em maior parte mediada pela enzima rodanase (KOUSPAROU et al., 2002).
Esta capacidade foi demonstrada neste experimento, onde o cianeto proveniente da
degradacdo da Acetona Cianidrina foi liberado espontaneamente na cavidade

abdominal, no Tumor Ascitico de Ehrlich diretamente dentro de um tumor,
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provocando uma regressao evidente do mesmo; no experimento com Tumor Sélido
de Ehrlich, o cianeto foi liberado fora tumor, cavidade abdominal, mas provocando

necroses acentuadas nos mesmos, localizacao subcutanea.

Link et al. (2006) demonstraram a eficiéncia do cianeto em camundongos na
eliminacdo de um tumor sélido de células de glandulas mamarias deste animal. Apds
quatro dias de tratamento foi observada uma reducdo significativa na taxa de
crescimento tumoral, quando comparado a tumores controles e foi observada uma
correlacao entre os niveis elevados de cianeto e a regressdo do tumor. Os mesmos
autores avaliaram a concentracao de cianeto no sangue dos animais, cujos vestigios
detectados indicavam claramente que o cianeto injetado ou gerado pelo sistema pré-
droga no tumor foi difundido através dos tecidos para a corrente sanguinea. Neste
estudo também foi evidenciada uma regressao tumoral, tanto no Tumor Soélido de
Ehrlich como no Tumor Ascitico de Ehrlich, porém, diferentemente do constatado por
Link et al., apds a administracdo da Acetona Cianidrina foram observadas alteracbes
intensas, como agitacao inicial seguida de convulsdes que culminava em prostragao
do animal e taquicardia. Tais efeitos também foram observados por Frakes e
Sharma (1986).

As evidéncias observadas no presente estudo sugerem que a agao seletiva do
cianeto deve-se a uma deficiéncia na sua eliminacdo observada na célula tumoral,

como amplamente discutido na literatura.
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7 CONCLUSAO

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

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

No Tumor Sélido de Ehrlich, a Acetona Cianidrina - através de seu
equivalente molar de cianeto, foi capaz de induzir uma inibicdo no crescimento
tumoral, bem como de produzir no mesmo um aumento na area de necrose.
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ANEXO A - Carta de aprovagdo da Comissdo de Etica no uso de animais

g NS —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocelo n® 227/2008 do Prof. Ricardo
Dutra Aydos, referente ao projeto de pesquisa “Efeito do
tratamento com acetona cianidrina na evolugdo do tumor
sblido e ascitico de EHRLICH", esta de acordo com os
principios éticos adotades pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), com a legislag8o vigente e demais disposicbes da
ética em investigacdo que envolvem diretamente os animais e fol
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunidio de 25 de agosto de 2009.

Campo Granda (MS), 28 de agosto de 2008.

b}
Presidente da CEUA
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ANEXO B Artigo Acta Cirurgica: Sulfane Sulfur deficiency in malignant cells,
increasing the inhibiting action of acetone cyanohydrin in tumor growth

T=-0ORIGINAL ARTICLE
EXPERIMENTAL ONCOLOGY

Sulfane sulfur deficiency in malignant cells, increasing the inhibiting action of acetone
evanohydrin in tumor growth'
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ABSTRALCT
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