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Conclusdo de Curso da estudante BEATRIZ FERNANDES DE SOUZA, composta
pelos seguintes professores doutores: Profa. Dra. Mércia Regina Piuvezam/ Orientador
e Presidente da Banca Examinadora, Profa. Dra. Naila Francis Paulo de Oliveira/
Examinador ¢ Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins Examinador.
Compareceram a solenidade, além da estudante e dos tré&s membros da Banca
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declarou-se a estudante legalmente habilitada a receber o Grau de Bacharela em Ciéncias
Bioldgicas. Nada mais havendo a tratar eu, M4rcia Regina Piuvezam, como Presidente,
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RESUMO

O cancer € uma doenca multifatorial onde as células do organismo se dividem de forma
anormal e descontrolada. Em 2018, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC)
estimou o surgimento de 18,1 milhdes de novos casos de cancer no mundo e 9,6 milhdes de
mortes relacionadas. Considerando as limitacdes ainda existentes no tratamento do cancer (falta
de especificidade e os fortes efeitos colaterais dos antineoplasicos), estudos que visem a des-
coberta de novas substancias com potencial antitumoral sao necessarios. Os compostos me-
soidnicos sao substancias sintéticas, heterociclicas, constituidas por um anel heterociclico de
cinco dtomos. Essas substincias destacam-se por possuirem potenciais aplicacdes terapéuticas
devido a possibilidade de introducdo de heterodtomos no anel. Dados da literatura revelam
atividades bioldgicas, como efeitos antiparasitarios, antibacterianos e antineoplésicos destes
compostos. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do mesoidnico 1,4-
difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-cloreto de tiadiaz6lio-2-tiol (MC-1) no desenvolvimento e na
fisiopatologia do Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE). A eficiacia do MI-01 foi avaliada através
da andlise de parametros como a circunferéncia abdominal, o peso dos animais e o volume do
tumor, que estdo diretamente ligados a progressdo tumoral, além de andlises histopatoldgicas.
As células do fluido ascitico também foram contadas e analisadas a fim de inferir o poten-
cial neopldsico da substancia e a capacidade imunomoduladora da mesma. Como resultado,
observou-se que o tratamento com o composto mesoidnico foi eficaz frente aos parametros ana-
lisados: inibiu o ganho de peso dos animais, reduziu a formacao do liquido ascitico, diminuiu
a circunferéncia abdominal, reduziu a quantidade de células totais no sitio tumoral, modulou
o perfil celular inflamatdrio, além de reverter as alteragdes histopatolégicas proveninetes do

desenvolvimento do TAE.

Palavras-chave: Compostos mesoionicos, atividade antitumoral, Tumor Ascitico de
Ehrlich.



ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease in which the cells of the organism divide themselves
in an abnormal and uncontrolled manner. In 2018, The International Agency for Research on
Cancer (IARC) estimated the emergence of 18.1 million new cases of cancer in the world and
9.6 million of related deaths. Considering the limitations still existent on cancer treatment,
antineoplastics’ lack of specificity and strong side effects, studies aimed at the discovery of
new substances with antitumor potential are necessary. Mesoionic compounds are synthetic,
heterocyclic substances, consisting of a five-membered heterocyclic ring. These compounds
are relevant for having potential therapeutic applications due to the possibility of introducing
heteroatoms in the ring. Literature data reveals these compounds’ biological activity, like anti-
parasitic, antibacterial and antineoplastic effects. Therefore, the objective of this work was to
investigate the effects of the mesoionic 1,4-diphenyl-5-(5-nitro-2-furanyl)-1,3,4-thiadiazolium-
2-thiol chloride (MC-1) in the development and pathophysiology of Ehrlich Ascites Carcinoma
(EAC). The efficacy of MI-01 was assessed by analyzing parameters such as abdominal cir-
cumference, animal weight and tumor volume, that are directly related to tumor progression, as
well as histopathological analyses. Ascitic fluid cells were also counted and analyzed to infer
the neoplastic potential and the immunomodulatory capacity of the substance. As a result, it
was observed that the the treatment with the mesoionic compound was effective against the pa-
rameters analyzed: it inhibited the weight gain of the animals, reduced ascitic fluid formation,
decreased abdominal circumference, reduced the amount of total cells at the tumor site, modu-
lated the inflammatory cellular profile, in addition to reversing the histopathological alterations

provinetes of the development of the EAC.

Key-words: Mesoionic compounds, antitumor activity, Ehrlich Ascites Tumor.
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1 INTRODUCAO

Em 2018, estimou-se o surgimento de 18,1 milhdes de novos casos de cancer no mundo
e 9,6 milhdes de mortes relacionadas, além disso, a doenca incide em pelo menos um em cada
cinco homens, e uma a cada seis mulheres (IARC, 2018). O tratamento do cancer se da em
funcdo de sua origem bioldgica e do estdgio em que esta se encontra a doenga, sendo assim,
dentre as diversas formas de abordagens, a quimioterapia € um dos tratamentos mais utilizados
na clinica oncolégica (BRASIL, 2019). Os estudos cientificos em busca de novas substancia
com potencial antineoplésico tém crescido, resultando na padronizacao e na adequagao de novos

modelos experimentais que possibilitem avancos na drea da oncologia (SCHULZ, 2007).

O Tumor de Ehrlich (TE) possui caracteristicas bem descritas e sua utilizacdo como mo-
delo experimental permite observar como diferentes substincias conseguem apresentar efeitos
na proliferacdo das células cancerigenas. Ozaslan et al. (2011) descreveu o Tumor Ascitico de
Ehrlich como um carcinoma de crescimento espontaneo rapido, indiferenciado e de comporta-
mento agressivo, sem regressiao espontanea, resultando na morte do animal. O TE foi descrito
pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1905 (EHRLICH e APOLANT, 1905), mas sua forma
ascitica somente foi descoberta em 1932 por de Loewenthal e Jahn (CASTRO DA SILVA et al.,
2017).

Os compostos sintéticos, bem como as substancias heterociclicas, sao conhecidos pela
sua ampla aplicagdo no meio farmacéutico no combate de varias doencas (CORELL et al.,
1994). Os compostos mesoidnicos sdo substancia sintéticas e heterociclicas e destacam-se por
possuirem grande potencial em aplicacdes terapéuticas, pois, sua configuracao estrutural per-
mite inimeras atividades bioldgicas. Essas substancias sdo relativamente pequenas e possuem
carater anfifilico (ATHAYDE FILHO et al., 2000). Elas estao inclusas no grupo das betainas
heterociclicas por serem estruturalmente planas, com cinco atomos, pelo menos uma cadeia
lateral e um atomo alfa no mesmo plano do anel. Nado sdo compostos arométicos, apesar de

apresentarem momento dipolo (JALES, 2005).

As substancias mesoiOnicas possuem importantes atividades bioldgicas documentadas
como, efeito antiparasitirio (FERREIRA et al., 2008), atividade leishmanicida (RODRIGUES
et al., 2007), acdo antibacteriana (ATHAYDE-FILHO et al., 1996) e efeitos antidepressivos
(YASHUSKII e KHOLODOV, 1980). Dessa forma, tendo em vista as diversas aplicacdes dos
compostos mesoidnicos, este trabalho visa investigar o papel do MI-01 no desenvolvimento e
na fisiopatologia do Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE), considerando parametros fisiolégicos,

inflamatorios e morfo-hitoldgicos dos animais em modelo murino.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do cancer e seus mecanismos moleculares

Cancer € a defini¢do utilizada para uma situacdo em que as células de um organismo se
dividem de forma anormal e descontrolada, podendo invadir tecidos adjacentes (INCA, 2019).
As células de tecidos normais possuem seu crescimento controlado pela maquinaria da divisdao
celular, que € orquestrada pela producao, liberagdo, reconhecimento e inibi¢ao de sinais promo-
tores de crescimento a fim de estabelecer a homeostase tecidual, contudo, as células tumorais
escapam desse ciclo natural do crescimento por vérias vias, sendo as mais comuns aquelas

ligadas ao crescimento autossuficiente (PAIER et al., 2018).

De uma maneira geral, o cancer pode ser considerado uma sindrome, pois retine um
total de 200 doencas que compartilham algumas caracteristicas em comum, mas que diferem
grandemente em relacdo a sua etiologia (i.e. origem genética, histopatologica, progndstico,
agressividade e tratamento) (SAITO, 2015).

A oncogénese, ou carcinogénese, pode acontecer por mecanismos quimicos, fisicos
ou bioldgicos que irdo causar mutacdes no DNA celular, provocar instabilidade gendmica e
ativar proto-oncogenes. Estes genes sdo parcialmente ativos em células normais, mas ao so-
frerem mutagdes, transformam-se em oncogenes, resultando no fenétipo de célula cancerosa.
A exposicdo continuada a agentes cancerigenos possui efeitos cumulativos, que lentamente
poderdo estabelecer a doenga (PECORINO, 2016). O processo é composto pelas etapas de
iniciacdo, promocao e progressao do tumor, onde genes-alvo sofrem alteracdes por agentes

cancerigenos, originando assim uma multiplicacdo descontrolada e irreversivel (INCA, 2018).

Dentre as caracteristicas comuns compartilhadas entre os tipos de cancer, a imortalidade
replicativa, que € estabelecida por um sinal de proliferacdo continua, evasdao de supressores
tumorais e a resisténcia a morte, € a mais representativa. Além disso, células cancerosas sdao
capazes de se auto-ativar por meio de um feedback positivo de producdo de fatores de cresci-
mento, e, portanto, ganhando independéncia dos sinais de outras células e tecidos adjacentes
(VERMEULEN, 2003; HANAHAN, 2000).

Por outro lado, no metabolismo dessas células, a glicélise passa a ser feita em detri-
mento da fosforilagdo oxidativa, que normalmente € o principal meio de obtencdo de energia
(HANAHAD, 2011). Para que as células consigam se manter viva com esse aumento da de-
manda de nutrientes, fatores também serdo produzidos a fim de induzir a angiogénese (e.g.
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), angiopoietinas-1 e 2, Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF), Proteina Quimioatraente de Mondcito 1 (MCP-1) e Fator de
Crescimento Fibroblastico bésico (bFGF)), e estabelecer uma nova rede de vasos sanguineos e
capilares voltadas para a nutricdo da massa tumoral. O processo de neovascularizacao ocorre na

fisiologia normal do organismo ao longo da vida e é estimulado por eventos fisiol6gicos como



a hipoxia, ativag@o de oncogenes e mutacdes em genes supressores tumorais (SIVEEN, 2017).

A nova rede de vasos sanguineos que permeia a massa tumoral, além de permitir a con-
tinuidade dos processos vitais e bioldgicos das células cancerosas, exerce um papel crucial du-
rante a metastase, fornecendo rotas para a disseminacdao do tumor (TOMINAGA; KATSUDA;
OCHIYA, 2015). Por fim, para o que o tumor consiga se estabelecer com sucesso, a neoplasia
precisard entdo adquirir evasao a resposta imune do organismo, ja que esse sistema consegue de-
belar a maioria dos processos neopldsicos insipientes que surgem durante a vida (HANAHAN,
2011).

Ap6s o estabelecimento da neoplasia, essa pode ser caracterizada como benigna ou ma-
ligna. Essa tltima classifica¢do é dada em virtude da capacidade de invasdo tecidual e metastase
dessas células. Esses eventos configuram um dos aspectos mais letais do cancer, ja que até o
presente momento, o tratamento de doengas metastdticas possui baixa taxa de sucesso (INCA,
2018).

Em 2018, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) estimou o surgimento
de 18.1 milhdes de novos casos de cancer no mundo e 9.6 milhdes de mortes relacionadas. De
acordo com a pesquisa desenvolvida, um em cada cinco homens e uma a cada seis mulheres
desenvolvem cancer durante a vida, e um em oito homens e uma em 11 mulheres morre da
doenca. (IARC, 2018).

O aumento da incidéncia de cancer na populagdo mundial ocorre devido ao crescimento
populacional e seu envelhecimento, além do nivel de desenvolvimento socioecondmico. No
Brasil, em 2018, estimou-se um total de 300 mil novos casos de cancer em homens, sendo
os de prostata, traqueia, bronquios e pulmao os mais prevalentes no grupo. Para as mulheres,
o nimero de novos casos previstos foi aproximadamente 282 mil, onde o cancer de mama

feminina, c6lon e reto e colo do utero sdo os mais comuns. (INCA, 2018).

O tratamento do cancer varia em funcdo da etiologia da doenca e também do estdgio
em que se encontra. Mais de uma abordagem pode ser utilizada gerando uma combinag¢do de
tratamentos. Dentre eles, pode-se destacar: quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, cirur-
gia, transplante de medula dssea e também tratamentos de precisdo, em que médicos utilizam
informacdes genéticas para selecionar tratamentos mais eficazes de acordo com as particulari-
dades fisiologicas de cada paciente (NCI, 2017).

Os medicamentos antineopldsicos possuem boa efetividade terapéutica, e apresentam di-
versos mecanismos de a¢do como o bloqueio da sintese do DNA, impedindo assim a replicagdo
celular, como também pode atuar nos microtibulos além de bloquear receptores das células
cancerosas. Anticorpos utilizados na imunoterapia conseguem atuar especificamente em recep-
tores das células cancerigenas (e.g. Trastuzumabe(®), que se liga aos receptores Her-2 que sdo

hiper expressos no cancer de mama) (RANG, 2016).



A terapia antineopldsica deve ser efetiva e com o menor efeito colateral possivel, en-
tretanto, como a similaridade entre as células do tumor e as células sauddveis do organismo
sdo grandes, os antineopldsicos se tornam limitados, pois agem de forma sistémica e ines-
pecifica, afetando principalmente células que estdo em constante divisdo (i.e. células endote-
liais dos capilares, os leucdcitos e células gastrointestinais) (BRUNTON, 2012). Como con-
sequéncia, sdo observados diferentes efeitos adversos como nduseas e vomitos, alopecia, fra-
queza e indisposi¢do, imunossupressao, febre e o desenvolvimento de depressdo. (SILVA e
COMARELLA, 2013).

2.2 Inflamacao e microambiente tumoral

A inflamacao € uma resposta a lesdo tecidual que utiliza sinais quimicos e uma abor-
dagem multifatorial para reestabelecer a homeostase do tecido afetado (COUSSENS e WERB,
2010). Varios componentes humorais e celulares participam desse processo, 0 recrutamento
de leucdcitos (neutréfilos, mondcitos, linfocitos e etc.) bem como a producgdo e secrecao de
citocinas, interleucinas (IL) e anticorpos sdo primariamente direcionados para a eliminagdo de
antigenos invasores e das células anormais do tecido, entretanto, estes componentes podem for-
mar um arcabouco sobre o qual o tumor ird se desenvolver (CHETTIBI e FERGUSON, 1999).

A infiltragdo peritumoral cronica € permissiva, pois possui elevadas taxas de proliferagao
e sobrevivéncia celular, facilitando a progressao e aumentando a malignidade e potencial me-
tastatico do tumor (TRINCHIERI, 2011) (Figura 1). Geralmente, em quadros neoplésicos,
ha um aumento na imunidade humoral resultando em maiores concentracdes de interleucinas
(IL) pré-inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 e IL-23, além de Fatores de Necrose Tu-
moral (TNF), Fatores de Crescimento Tumoral (TGF), Interferons (IFN) e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS) (MANTOVANI, 2018). Por outro lado, antigenos tumorais
como c-Myc, P53 e Her-2, ao invés de estabelecerem um mecanismo de citotoxidade, estio re-
lacionados ao crescimento tumoral, aumento da inflamacao e diminuic@o da resposta citotdxica
(SAITO, 2015).

Essa modulagdao da resposta imunoldgica permite que células como os macréfagos,
neutrdfilos e até mesmo células dentriticas sejam cooptadas para promover o crescimento do
tumor (PATHRIA; LOUIS; VARNER, 2019) (Figura 2).



Figura 1: Inflamagao peritumoral
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A inflamacao cronica gerada no tecido que permeia as células cancerigenas propicia um micro-
ambiente favordvel a carcinogénese. Fonte: elaborado pela autora.

Figura 2: Componente celular e humoral associado ao tumor
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As células cancerosas estabelecem uma troca de informacgdes através de citocinas e outros fa-
tores soldveis com as células do sistema imune a fim de cooptar esses componentes para a
progressao do tumor (CMDS: Célula Mieloderivada Supressora; MAT: Macréfago Associado
ao Tumor; NAT: Neutrofilo Associado ao Tumor; CD: Célula Dentritica). Fonte: elaborado
pela autora.



2.3 Tumor Ascitico de Ehrlich

O tumor de Ehrlich é um adenocarcinoma mamario transplantavel de camundongo fémea
que foi descrito em 1905 por Paul Ehrlich (EHRLICH e APOLANT, 1905). A sua forma ascitica
somente veio a ser descoberta em 1932 a partir dos experimentos de Loewenthal e Jahn (SILVA
et al., 2017); a partir de entdo, estudos posteriores proporcionaram adequacoes e padronizacoes

possibilitando assim o seu uso em experimentos quantitativos e qualitativos.

O Tumor de Ehrlich (TE) possui caracteristicas bem descritas que permitem sua am-
pla utilizacdo como modelo experimental e permite observar como as mais diversas substincias
conseguem apresentar efeitos na proliferacdo das células cancerigenas, sendo, portanto, possiveis
candidatos a antineoplasicos (IBRAHIM et al., 2019; ASADUZZAMAN et al., 2018).

As células do TE possuem crescimento espontianeo rapido e indiferenciado, além de
comportamento agressivo; seu curto periodo de vida ndo apresenta regressiao espontanea e cul-
mina, muitas vezes, na morte do animal (OZASLAN et al., 2011). Em relac@o a sua morfologia,
as células se mostram grandes, isoladas e arredondadas. Os nucleos sdo volumosos e a croma-
tina € irregular, possuindo pequenos granulos com nucléolos que se sobressaem (CASTRO DA
SILVA et al., 2017).

As formas de desenvolvimento do TE variam de acordo com a via de inoculacdo es-
colhida. A forma soélida é obtida quando as células s@o injetadas no tecido subcutaneo ou via
intramuscular de camundongos, ja a forma ascitica é desenvolvida a partir de inoculagdo in-
traperitoneal (JAGANATHAN et al., 2010). No Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) é possivel
identificar efeitos sistémicos como esplenomegalia, hematopoese esplénica, neutrofilia e au-
mento na quantidade de macréfagos, sendo os mecanismos que levam a esse resultado ainda
desconhecidos (SIGIURA, 1965).

A forma ascitica do tumor recebe essa denominagdo por produzir ascite na cavidade
peritoneal do animal. Essa acumulagdo de fluidos na membrana que envolve os 6rgaos abdomi-
nais acontece na forma de exsudato, contendo proteinas, células e outros fatores relacionados ao
processo inflamatério como citocinas e quimiocinas. (JUNIOR et al., 2009). Com a progressio
do tumor, o peritonio apresenta colora¢do avermelhada devido a hemorragia e os processos
de angiogénese, e dependendo da concentracdo de células injetadas, em poucos dias ocorre a
morte do animal, devido o aumento da pressdao abdominal e compressao dos 6rgaos adjacentes
(OZASLAN, 2011).



Figura 3: Tumor de Ehrlich em sua forma sélida e ascitica

3A: coxim plantar saudavel; 3B: coxim plantar com tumor sélido; 3C: animal saudavel; 3D:
animal com Tumor Ascitico de Ehrlich. Fonte: modificado de SILVA (2004) e YURCHENKO
(2015).

2.4 Compostos mesoionicos

Os compostos mesoionicos sao substincias sintéticas classificadas como betainas hete-
rociclicas: compostos planos com cinco membros, com pelo menos uma cadeia lateral, &tomo
alfa no mesmo plano do anel e apresentando momento dipolo (OLIVEIRA et al., 1996). Estes
compostos ndo sao aromaticos apesar de serem estabilizados devido ao deslocar de cargas e
elétrons (Figura 3) (JALES, 2005).

Figura 4: Representacdo genérica para 0s compostos mesoionicos
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Fonte: OLIVEIRA, 2009

Os compostos heterociclicos, como os mesoidnicos, estdo envolvidos em diversos pro-
cessos e reacoes bioldgicas fundamentais a vida, como a sintese de energia, transmissao de

impulsos nervosos, hereditariedade das informacdes genéticas e metabolismo (POZHARSKU



et al., 1997). Sendo assim, essas substancias destacam-se por possuirem grande potencial em
aplicacdes terapéuticas e um desenvolvimento de uma ampla gama de compostos devido a pos-

sibilidade de introdugdo de heterodtomos no anel.

Suas atividades bioldgicas podem ser fundamentadas em sua configuracio estrutural:
o tamanho relativamente pequeno associado as variagdes das densidades eletronicas positiva
e negativa confere-lhes carater anfifilico (ATHAYDE FILHO et al., 2000); o conjunto dessas

caracteristicas permite interagdes com biomoléculas (i.g. proteinas e DNA) (KIER, 1967).

Como consequéncia da observacdo dessas atividades, os mesoionicos tém sido alvo
de diversas experimentacdes e estudos em vdrias areas, até mesmo, ja possuindo derivados
que sdo utilizados na terapia medicinal como o “Sydnophen” (cloridrato do mesoidnico 3-
(fenilisopropil)-1,2,3-oxadiazo6lio-5-imideto (4)), que possui agcdo psicoestimulante e antide-
pressiva, e o “Sydnocarb” (3-(fenilisopropil)-n-(6)-fenilcarbamoil-1,2,3-oxadiaz6lio-5-imideto)
também empregado no tratamentos de doengas mentais (YASHUSKII e KHOLODQYV, 1980).

Bem como as substancias supracitadas, os compostos 3-alquil-sidnonas também pos-
suem ac¢do estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC) além de moderada agdo diurética
e capacidade de reduzir a pressao arterial (KIER e ROCHE, 1968), e as substancias do grupo

3-aminoalquil-sidnonas, demonstraram atividades anestésicas (WAGNER, 1974).

Como descrito na tabela 1, os compostos mesoidnicos conseguem desempenhar indmeras
atividades bioldgicas constituindo uma nova classe de substancias com grande potencial de

aplicacdes farmacéuticas.

O composto mesoionico utilizado no presente estudo foi sintetizado por Oliveira (2009)
e, além de descrever os processos de sintese (Figura 4), este também realizou a avaliagdao de
sua capacidade antifungica frente a espécie Candida albicans. Como resultado, 0 mesoidnico
inibiu de forma significativa o crescimento fungico. Além disso, o 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-
furanil)-1,3,4-cloreto de tiadiazélio-2-tiol (MC-1) também possui atividade bactericida frente a

bactéria Staphylococcus aureus documentada em estudos prévios (OLIVEIRA, 2011).



Tabela 1 — Compostos mesoi6nicos e suas atividades bioldgicas

Kier e Stewart

Referéncias Compostos Estruturas Efeitos
Acdo antibacteriana
4-fenil-1,3,4- Q contra Sthaphilococcus
P

(1965)

tiadiazolio-2- tiolato 5-
substituidos

N

R/<s)\se

aureus, Diplococcus
pneumoniae e
Escherichia coli.

Athayde-Filho et

Mesoidnico do sistema

CLT
+
N—N

/Acdo bactericida contra
bactérias gram-

I\
al., 1996 1,3,4- triazélio-2-tiolato CKJ\N)\SH positivas e alcool-
i ° @ acido- resistentes.
Composto SYD-1 - oM Atividade antitumoral
Grynberg et al., 3-(4-cloro- 3-nitro- — em ratos com Tumor
1997 fenil)-1,2,3- o N de Ehrlich e Sarcoma
oxadiazolio-5- olato T et 180.
o Efeito
Compostlo m?soilc‘)nico vasorelaxante em
2-(4 clorofenil)-3 . -
Lira, 2004 (metil-4-(4-) e anéis de fjtr.terla
metoxifenil)-1,3- e mesenterica
tiaz6lio-5- tiolato ) superior isolada de
rato.
g:j?
. A A -
Senff-Ribeiro  |Cloridratos mesoidnicos do Ve (} Atividade

et al., (2004a, b)

sistema 1,3,4 tiadiaz6lio

antimelanoma.

Rodrigues et al.,
2007

Derivados mesoidnicos do
sistema 1,3,4-tiadiaz6lio-2-

Atividade
leishmanicida contra L.
amazonensis,

aminida sl H L. braziliensis e L.
e chagasi.
Derivados Q Efeito antiparasitario e
Ferreiraetal., mesoidnicos do . Q reduzida citotoxicidade
2008 sistema 1,3,4- oA frente aos macrofagos

tiadiazélio-2- aminida

<

in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do composto mesoidnico 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-cloreto
de tiadiazodlio-2-tiol (MC-1) no desenvolvimento e na fisiopatologia do Tumor Ascitico de Ehr-

lich (TAE) em modelo experimental murino.

3.2 Objetivos especificos

e Definir os efeitos do MC-1 em parametros como o volume do tumor, circunferéncia ab-
dominal, peso corporal e quantidade de células vidveis no fluido ascitico de animais com

Tumor Ascitico de Ehrlich.

e Avaliar os efeitos do MC-1 na migracdo de células inflamatdrias para a regido intraperi-
toneal de camundongos com Tumor Ascitico de Ehrlich através da contagem diferencial

das células presentes no liquido ascitico.

e Determinar os efeitos do tratamento com MC-1 em parametros histopatolégicos de 6rgaos

como figado, rins e baco de animais com Tumor Ascitico de Ehrlich.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados 72 camundongos Swiss fémeas (6 a 8 semanas), ndo isogénicos, pe-
sando entre 25 e 30g foram obtidos no biotério Professor Thomas George do [PeFarM/UFPB
sob protocolos experimentais submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa Animal do Instituto
de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos/UFPB e aprovados com o nimero 109/2017. Eles fo-
ram mantidos em gaiolas de polipropileno a uma temperatura de 25 £ 1°C e submetidos a ciclos
claro/escuro de 12 horas tendo livre acesso a d4gua e ragao durante o periodo de experimentagao.
Ap6s o término do periodo de experimentagdo os animais foram encaminhados ao biotério Prof.
Dr. Thomas George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade

Federal da Paraiba, para o destino adequado.

4.2 Eutanasia

O procedimento de eutanasia foi realizado por deslocamento cervical apds a injecao
intramuscular de uma solug¢do de ketamina 100mg/kg e xilazina 10mg/kg. Todos os procedi-
mentos experimentais foram conduzidos de acordo com as orientagdes do Conselho Nacional
de Controle de Experimenta¢dao Animal (CONCEA).

4.3 Células do TAE (Tumor Ascitico de Ehrlich)
4.3.1 Manutencao das células in vitro.

As células utilizadas nesse estudo foram obtidas da equipe da professora Dra. Vivian
Rumjanek, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ/Brasil. As amostras sdo criopreserva-
das em nitrogénio liquido no laboratério de Imunofarmacologia (LIMFA) do IPeFarM/UFPB.
Ap6s o descongelamento das células foi necesséario realizar procedimentos de repiques, ou pas-
sagens, onde as células foram inoculadas em animais, a fim de promover uma aclimata¢ao ao
novo ambiente, e consequentemente, aumentar a sua viabilidade. Inicialmente, foi escolhida
uma amostra e as células foram injetadas em camundongos fémeas a uma concentragdo de 1
x 10% células/animal, em um volume de 200 w1l via intraperitoneal; esse processo € denomi-
nado passagem zero. Cinco dias apds a passagem zero, foi feito o primeiro repique (primeira
passagem). Para este procedimento, os animais da passagem zero foram sacrificados, o lavado
peritoneal coletado, e posteriormente, foi a avaliada a viabilidade destas células. A contagem
foi feita em cAmara de Neubauer numa dilui¢do de 1 x 10 por animal. Em observacdes prévias,
foi constatado que essas células suportam um ciclo de cinco repiques, e que apds esse periodo,

a quantidade de células vivas decai, resultando numa reducao da viabilidade celular.
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4.3.2 Inducio do Tumor Ascitico de Ehrlich para experimentacao in vivo.

Para os experimentos, foi injetada intraperitonealmente uma concentragio de 1x10° de
células por animal em um volume de 200 pl de salina, onde a viabilidade da amostra obtida da

manuteng¢@o in vivo foi superior a 90 %.

4.4 Obtencao do composto mesoionico

O composto mesoidnico MC-1 foi gentilmente fornecido pelo Professor Dr. Petronio
Filgueiras de Athayde Filho, professor do departamento de Quimica do Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza da Universidade Federal da Paraiba/Joao Pessoa/PB/Brasil (Figura 5). O
MC-1 foi sintetizado no laboratério do referido professor (OLIVEIRA, C. S, 2009 - SINTESE,
CARACTERIZACAO E AVALIACAO FARMACOLOGICA DE NOVOS COMPOSTOS ME-
SOIONICOS).

Figura 5: Substancia 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-cloreto de tiadiazélio-2-tiol (MC-1)

&
.

Fonte: modificado de OLIVEIRA, 2011

4.5 Tratamento com MC-1

O tratamento com o MC-1 iniciou-se uma hora apds a inoculagdo das células. Os ani-
mais, de acordo com os seus respectivos grupos, foram tratados com o MC-1 nas doses de 6,25,
12,5, 25 e 50 mg/kg (n = 6) por via intraperitoneal durante um periodo de nove dias. Os grupos
controle (saudavel e com tumor; n = 6) receberam apenas o veiculo de dilui¢do (solucdo salina
e Tween 80 a 2 %) durante o periodo de experimentagédo (Figura 6). Vinte e quatro horas apds o
ultimo tratamento, os animais foram eutanasiados para a obtencao do lavado peritoneal, circun-
feréncia, coleta dos 6rgaos e contagem celular. A figura 7 mostra o delineamento experimental.

Todos os grupos experimentais (exceto o grupo controle “sauddvel”) tiveram o TAE inoculado.
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Figura 6: Representacdo esquematica da distribuicdo dos animais por grupo experimental
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 7: Representacio esquematica do protocolo de tratamento com o MC-1

Verificagao diaria do Dia 10: desfecho 24h apods o
peso dos animais ultimo tratamento

Dia 1: inoculagao das Dia 9: altimo dia
células + inicio do tratamento de tratamento
1h ap6s inoculagao

Fonte: Elaborado pela autora

4.6 Analise dos parametros tumorais
4.6.1 Variacao do peso

O peso de cada animal foi aferido diariamente durante todo o periodo de experimentacao
através de uma balanca de precisdo. A variacdo do peso foi avaliada pela comparacio das
médias didrias de peso de cada grupo com a média de peso destes antes do inicio do tratamento

e os resultados foram expressos em gramas.
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4.6.2 Circunferéncia

A circunferéncia abdominal foi medida apenas no ultimo dia do experimento, apos a
eutandsia dos animais. Para isto, foi utilizada uma fita métrica. A comparacao foi feita entre os

grupos controle e os grupos tratados com o composto.

4.6.3 Lavado peritoneal

A coleta do lavado peritoneal foi realizada 24h apds o ultimo tratamento. Nessa etapa, as
células do liquido ascitico, contidas do peritdnio, foram retiradas e analisadas. Para a obten¢do
do lavado peritoneal (fluido ascitico) dos animais, apds a eutandsia, foi realizada a assepsia
do animal com 4dlcool 70 GL, e entdo realizada uma incisdo longitudinal, utilizando pinca e
tesoura. Utilizando uma seringa foi introduzido 3 mL de PBS gelado dentro do peritdneo e
em seguida foi aspirado o maior volume possivel do volume ascitico. O lavado peritoneal
coletado foi armazenado em tubo falcon e mantido em gelo para manter a viabilidade celular.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1500 RPM, 4°C por 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o pellet de células formado foi utilizado para a contagem de células totais e

diferenciais (Figura 8).

4.6.4 Contagem celular diferencial

As contagens de células vidveis e invidveis foram realizadas em camera de Neubauer,
utilizando uma aliquota da amostra do lavado peritoneal (fluido ascitico) diluida em solugdo
de azul de Tripan numa propor¢do 1:10 respectivamente (Figura 8). A leitura foi feita no mi-
croscopio Optico na objetiva de 40x. Para a confec¢do das 1aminas para contagem diferencial,
foi utilizada a centrifuga Cytospin, 1500 rpm por 10 min (Figura 8). Foram utilizados dois vo-
lumes de amostra por lamina, 25ul e 50 pl de células. Posteriormente, as células foram coradas
utilizando o Kit Panético, composto por trés substancias diferentes: fixador (etanol), corante
basofilo (eosina) e corante aciddfilo (azul de metileno). As laminas secaram por 24 horas, e
cada 1amina foi percorrida até a contagem de 100 células em microscépio 6ptico, com objetiva
de 100x, utilizando o 6leo de imersdo. As células foram diferenciadas em macréfago, linfécito

e neutrofilo, baseado na morfologia celular.

4.6.5 Coleta dos orgaos e histologia

Para avaliar os parametros morfo-histologicos do figado, do bago e dos rins dos camun-
dongos com tumor de Ehrlich e tratados, os 6rgaos foram coletados no desfecho do experi-
mento, 24h apds o dltimo tratamento (Figura 8). Os 6rgaos foram colocados em tubos do tipo

falcon identificados contendo formalina tamponada a 10 % para evitar a degradacéo do tecido
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pela acdo de enzimas celulares (autdlise) ou bacterianas. Em seguida, foram colocados e iden-
tificados individualmente em cassetes e submetidos a 2 horas de banho em dgua corrente para
retirada do excesso de fixador. Em seguida, as amostras foram colocadas em élcool etilico 70 %
para iniciar a bateria de processamento. Os 6rgdos fixados foram inicialmente desidratados em

diferentes concentragdes de dlcool etilico 70, 80, 90 e 100 %, 30 minutos em cada.

O processo de desidratac@o € necessdrio para preparar as amostras para a diafanizacao,
J& que a dgua nos tecidos nao € miscivel em substincias apolares como o xilol e a parafina de
inclusdo. ApoOs a desidratacdo as amostras foram submetidas a diafanizacdo, banhos em xilol
I e xilol II por 30 min para preparar as amostras para a inclusdo em parafina. Em seguida, os
cassetes foram imersos em parafina liquida (submetida a aquecimento e mantida a temperatura
de 56°C), sendo dois os banhos, cada um de 1 hora em parafina I e II para infiltracdo desta na

amostra.

Posteriormente, o tecido foi transferido para o molde (forma histolégica) onde foi imerso
em parafina (Parafina para andlise histologica- QEEL, Sao Paulo, SP). Poucos minutos apds ser
colocada na forma e esfriar, obter-se-a o ’bloco”de parafina contento a amostra de tecido em
seu interior. Os blocos de parafina assim formados, foram retirados das formas e identificados.
Prosseguindo com o protocolo, foi realizada a microtomia, processo de corte dos blocos, a fim

de formar fitas de aproximadamente 5 pm de espessura com o auxilio de um micrétomo (SP
Labor 300).

Os cortes sdo colocados em banho-maria (38 — 39°C), sendo retirados apds, com ldminas
de vidro para microscopia. A secagem das laminas é realizada ao ar livre, em temperatura
ambiente. Com os cortes aderidos as laminas, prossegue-se o protocolo com a realizacdo da

coloragao Hematoxilina-Eosina (HE) para evidénciar alteracdes morfohistoldgicas.

Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo de obtencdo do lavado peritoneal e dos 6rgaos
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4.7 Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo método de Andlise de Variancia (ANOVA) nao
paramétrico com pods-teste de Tukey para multiplas comparagdes. Para as andlises foram utili-
zados o programa Graph Pad Prism versdo 6.0, os valores com P < 0,05 foram considerados

significativos (Graph Pad Software Inc., San Diego, U.S.A.).
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5 RESULTADOS

5.1 Peso dos animais

Os animais foram pesados no dia 1, antes de receberem as células do tumor via intrape-
ritoneal, e apos receberem as células, foram pesados diariamente até o décimo dia, no desfecho
do experimento, antes de serem eutanasiados. No gréafico 1, € possivel observar as mudangas

nos pesos dos animais provocadas pela administracdo do MC-1.

Grafico 1: Variacdo do peso dos animais
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#: grupo tumor em relacdo ao sauddvel; ***: 6,25 mg/kg em relacdo ao grupo com o tumor;
k%% 12,5 mg, 25 mg e 50 mg em relagdo ao grupo com o tumor.

O célculo da variagdo do peso dos animais possibilitou uma observagdo mais clara da
influéncia do MC-1 na reducgdo do crescimento tumoral: o grupo tumor apresentou um aumento
no peso de 2,66 g ao fim do experimento. Essa diferenca foi significante em relacdo ao grupo
sauddvel (p = 0,0177). Os animais do grupo saudavel mantiveram seu peso relativamente cons-
tante, tendo aumentado em média apenas 0,8 g até a finalizagdo do estudo. No décimo dia, a
variacdo de peso do grupo de 6,25 mg/kg foi de 1,64 g (£ 0,90 g) e quando comparado com o
grupo tumor, percebe-se que a dose foi capaz de inibir o crescimento do TAE (p = 0,0008). As
concentragdes de 12,5 e 25 mg/kg do mesoidnico também foram capazes de inibir o ganho de
peso nos animais tratados. No sexto dia, os animais do grupo de 50 mg/kg foram eutanasiados

devido as condig¢des fisicas precdrias dos animais.

Os tratamentos com as diferentes doses do MC-1 provocaram alteragdes fisiologicas e
comportamentais nos animais dos grupos pertencentes as doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg. Nos
animais dos grupos tratados com 25 e 12,5 mg/kg, foi observado aumento na agressividade

e vocalizagdo, além de piloerecao minutos apds a administracdo da substancia. No grupo de
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animais 50 mg/kg, os efeitos colaterais foram mais graves isto é: a partir do terceiro dia de
tratamento foi observada alopecia além de alteragdes na cor e consisténcia das fezes (Figura
10). Concomitantemente, houve reducdo na atividade comportamental e uma crescente redugao
de forca para agarrar. No quinto dia de tratamento, dois animais foram encontrados mortos, € no
sexto dia, todos os animais do grupo foram eutanasiados devido a impossibilidade de continuar

a experimentac¢do no referido grupo.

Figura 9: Animais tratados com a dose de 50 mg/kg do MC-1

Observa-se grande reducdo de peso e tamanho do animal (A) e mudanga na pelagem (B).
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5.2 Circunferéncia abdominal

A circunferéncia abdominal estd relacionada com a dilatacdo da cavidade peritoneal
do animal, indicando assim o aumento na producdo do fluido ascitico e, consequentemente, 0

crescimento tumoral. Esse dado foi obtido apds a eutandsia dos animais no décimo dia.

Os maiores valores de circunferéncia abdominal foram obtidos no grupo tumor (12 cm)
devido ao grande volume de fluido ascitico formado. O grupo sauddvel teve a circunferéncia
abdominal em média de 8,5 cm, e os animais tratados com MC-1 ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si, nem com o controle saudavel. Todavia, as trés doses (6,25, 12,5 e 25
mg/kg) do MC-1 foram capazes de inibir a formagdo de fluido ascitico e, consequentemente, a
reduziram a circunferéncia abdominal dos animais de forma significativa em relacdo ao tumor
(p<0,0001) (Gréfico 2).

Grafico 2: Circunferéncia abdominal
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com o tumor.
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5.3 Volume do tumor

Os tratamentos com o0 MC-1 nas doses de 6,25 e 12,5 mg/kg reduziram, significativa-
mente, o volume ascitico (fluido ascitico) em relacdo aos animais do grupo tumor (2,4 ml £+
0,10, p=0,0006 € 2,2 ml £ 0,19, p < 0,0001, respectivamente). Entretanto, a dose de 25 mg/kg

nao apresentou eficicia na reducio do volume tumoral (Tabela 2 e Grafico 3).

Tabela 2: Volume do tumor

Grupos experimentais Vol. injetado Média do vol. aspirado
Saudavel 3ml 2,7 ml &+ 0,08
Tumor 3ml 3,8 ml £+ 0,20
6,25mg/kg 3ml 2,4 ml 4 0,10°
12,5mg/kg 3ml 2,2 ml £ 0,19¢
25mg/kg 3ml 3,8 ml £ 0,35™

Dados apresentados como média + erro padrao da média de seis animais analisados por ANOVA
seguidos por Tukey. p* = 0,0045: tumor em relagdo ao sauddvel; prens =0,0006, < 0,0001 e
ndo significante: grupo tratado em relagdo ao tumor.

Grafico 3: Volume do tumor

Volume (ml)

#: grupo tumor em relacdo ao sauddvel; ***: dose de 6,25 mg/kg em relacdo ao tumor; ***%*;
dose de 12,5 mg/kg em relacdao ao tumor; ns: dose de 25 mg/kg em relagdo ao tumor.
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5.4 Contagem celular

5.4.1 Células viaveis

A contagem total das células vidveis informa a quantidade de células vivas presente no
fluido ascitico. Observou-se que nos grupos de animais tratados com o MC-1 houve reducao
significativamente no nimero de células totais no fluido ascitico. Dentre os grupos tratados, a
dose de 6,25 mg/kg apresentou redugcdo mais expressiva no nimero de células vidveis (média
de 0,85 4= 0,18 x 107) seguida da dose de 25 e 12,5 mg/kg (dados nido mostrados) (Gréfico 4).

Grafico 4: Células viaveis no fluido ascitico
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#: grupo tumor em relagdo ao sauddvel; ****: grupo das doses de 6,25, 12,5 e 25 mg/kg em
relagc@o ao tumor.

5.4.2 Contagem diferencial

A contagem diferencial é uma técnica que determina as quantidades relativas dos di-
ferentes tipos de leucdcitos presentes na amostra analisada. O grupo tumor apresentou, no
fluido ascitico, um aumento de 43.75 % no nimero de macréfagos (Grafico 5) e uma reducao
de 26.75 % de linfécitos (Grafico 6) e 17 % de neutréfilos (Gréfico 7). Em relagdo a quanti-
dade de macréfagos, a dose de 25 mg/kg foi capaz de diminuir 72 % destas células, enquanto as
concentragoes de 6,25 ¢ 12,5 mg/kg, reduziram 56.25 % e 54 %, respectivamente. A contagem
no ndmero de linfécitos evidenciou que houve um aumento dessas células em 35 % na dose de
25 mg/kg, 28 % na dose de 12,5 mg/kg e 24.25 % na concentra¢ao de 6,25 mg/kg. A quanti-
dade de neutréfilos também aumentou nos grupos tratados, sendo a concentracdo de 25 mg/kg,
a mais efetiva em termos numéricos 37 %.
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Grafico 5: Contagem diferencial de macréfagos

150+
—_—
0
= 1004 #
=
3
g M+ 1
= 501
T
0-
& & S ) &
Ss‘ o S é# <§‘-
& RY" G S
Y & 9
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Grafico 6: Contagem diferencial de linfécitos

50+
40- . £ e
w
5 30
El
O
© 204
2
10-
#
n-
o S () S
83-_5 o«p‘ & & é{-
3 A ﬁé‘ ﬁé‘ ﬁé‘
%’3 l':;\" \'\P"

#: grupo tumor em relacdo ao saudéavel;*: dose de 6,25 mg/kg em relagdo ao grupo tumor;**:
dose de 12,5 mg/kg em relacdo ao grupo tumor; ***: dose de 25 mg/kg em relagdo ao grupo

tumor.
Griéfico 7: Contagem diferencial de neutréfilos
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As fotomicrografias das células do liquido ascitico foram feitas observando as 1aminas
através de uma objetiva de 100x com 6leo de imersdao. Esse processo permite identificar
alteragdes morfoldgicas nos leucdcitos e distinguir fatores relacionados ao desenvolvimento
tumoral. No grupo saudavel (Figura 11A e 11B), ndo foram identificadas alteracdes celula-
res, entretanto, nas imagens do grupo com TAE ndo tratado (Figura 11C e 11D), constatou-se
uma grande quantidade de macréfagos e células com nicleos proeminentes. Células imaturas
como mieldcitos, promieldcitos e bastonetes foram identificadas nos grupos tratados com as
doses 6,25 e 12,5 mg/kg (Figura 11E, 11F e 11G). Além disso, nas doses de 12,5 e 25 mg/kg,
estruturas relacionadas a presenga do TAE, como tira de fibrinas e agrupamentos celulares, pu-
deram ser identificados (Figura 11G, 111 e 11J). Por fim, nas laminas representativas da dose
de 25 mg/kg ainda pode ser identificada a presenca de neutrdfilos atipicos em forma de anel e

hipersegmentados (Figura 11K e 11L).
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Figura 10: Micrografia das células coradas com o kit Pandtico para contagem diferencial com objetiva
de 100x

As setas verdes indicam os macrdofagos, as vermelhas, os linfdcitos, as amarelas, os
neutroéfilos, e as estrelas brancas, indicam estruturas incomuns relacionadas ao desenvolvi-
mento tumoral; as setas azuis indicam células imaturas ( promieldcitos, mieldcitos e bastone-
tes) A e B: grupo saudavel; C e D: grupo tumor; E e F : grupo de 6,25 mg/kg; G, H e I: grupo
de 12,5 mg/kg; J, K e L: grupo de 25 mg/kg.
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5.5 Histologia
5.5.1 Baco

Para uma andlise mais detalhada dos possiveis efeitos toxicos do MC-1 sobre os 6rgaos

dos animais tratados, foi realizada uma andlise histolégica.

O grupo de animais sauddveis (Figura 12A) apresentou baco com caracteristicas his-
tologicas normais: cdpsula conectiva presente, polpa vermelha com trabéculas e polpa branca.
O circulo azul tracejado identifica os foliculos linfoides (zona de linfécitos B). O grupo com
TAE nao tratado (Figura 12B) apresentou foliculos com hipocelularidade difusa e polpa verme-

lha com zonas hialinizadas.

Nos animais tratados com o MC-1 foi possivel observar algumas alteracdes histolégicas.
No grupo de 6,25 mg/kg (Figura 12C), o bago apresentou hipocelularidade nos foliculos (polpa
branca) além de trabéculas e corddes esplénicos disformes. No grupo de 25 mg/kg (Figura
12E), a capsula aparece com espessamento e hd focos de hialinizacdo na polpa vermelha. Nao

foram observadas alterac¢des histopatoldgicas no grupo da dose de 12,5 mg/kg.

Figura 11: Fotomicrografias representativas do baco de camundongos

A: grupo: controle sauddvel; B: grupo controle com tumor ndo tratado; C: dose de 6,25 mg/kg;
D: dose de 12,5 mg/kg; E: dose de 25 mg/kg; seta verde: cipsula conectiva; seta vermelha:
espessamento da cdpsula conectiva; seta amarela: zonas hialinizadas; circulo azul tracejado:
foliculos linfoides-zona de linfécitos B; circulo preto tracejado: parénquima com hipocelula-
ridade macica difusa; T: trabéculas; B: polpa branca; V: polpa vermelha. As amostras foram
coradas em hematoxilina e eosina. (600 y at 100x).
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5.5.2 Figado

As fotomicrografias da figura 13 s@o representativas de cortes histolégicos do figado
de camundongos. No grupo saudavel (Figura 11A), a estrutura lobular estd preservada, os
espacos portais estdo regularmente distribuidos contendo a veia central e os hepatdcitos estao
distribuidos em placas. O grupo com tumor nao tratado (Figura 13B e 13B1) apresentou in-
filtrado celular e focos hemorragicos no parénquima hepatico. Os hepatdcitos apresentaram

alteragdes no tamanho do nticleo e na afinidade aos corantes.

Nos grupos tratados com o0 MC-1 houve diminui¢ao do infiltrado celular nas trés do-
ses analisadas (Figura 13C, 13D e 13E). Na figura 13D, que é representativa do grupo de 12,5
mg/kg, observou-se congestdo nos ramos da veia porta, hepatécitos com variagdo no tamanho
nuclear e na coloragdo nuclear e citoplasmatica. Os camundongos tratados com 25 mg/kg apre-

sentaram uma leve dilatacao da drea portal e sinuséides hepéaticos.

Figura 12: Fotomicrografias representativas do figado de camundongos

A: grupo controle sauddvel; B e B1: grupo controle com tumor nao tratado; C: grupo da dose
de 6,25 mg/kg; D: grupo da dose de 12,5 mg/kg; E: grupo da dose de 25 mg/kg; seta preta:
infiltrado celular macicgo; seta amarela: focos hemorragicos no parénquima hepatico; seta ver-
melha: hepatdcitos apresentando altera¢des no tamanho do nicleo e na afinidade aos corantes;
V: veia central; asterisco: leve dilatagdo da drea portal e sinuséides hepdticos; estrela: he-
patdcitos distribuidos em placas. As amostras foram coradas em hematoxilina e eosina (600 x
at 100x).
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5.5.3 Rins

As anélises dos cortes histoldgicos dos rins dos grupos sauddvel e tumor (TAE) apresen-
taram padrdes histolégicos normais com lobos renais e labirinto cortical conservados (Figura
14A e 14B). Além disso, ndo houve alteracdo histopatoldgica renal em nenhum dos animais
tratados com o mesoidnico MI-01 (Figura 14C, 14D e 14E). Os 16bulos renais, bem como os
glomérulos, estavam conservados e envolvidos por fina cidpsula de Bowmann (folheto visceral
e folheto parietal) e sustentados por células mesangiais.

Figura 13: Fotomicrografias representativas dos rins de camundongos

A: grupo controle saudavel; B : grupo controle com tumor ndo tratado; C: grupo da dose de
6,25 mg/kg; D: grupo da dose de 12,5 mg/kg; E: grupo da dose de 25 mg/kg; seta vermelha:
parénquima glomerular e labirinto cortical conservados; estrela: lobos renais conservados. As
amostras foram coradas em hematoxilina e eosina (600 p at 100x).
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6 DISCUSSAO

Em virtude da grande variedade de tipos de cancer tem-se um grande desafio a ciéncia e
a medicina pois, apesar do progresso nas estratégias de prevengdo e tratamento, muitas formas
da doenca ainda permanecem incuraveis (DING LI et al., 2018). Apesar do grande avango na
descoberta de novas substancias antineoplasicas, a maioria das drogas utilizadas nos tratamentos
possuem efeitos colaterais graves aos pacientes em virtude de sua toxicidade ndo seletiva (AL-
TEL, 2010).

A quimioterapia antineopldsica utiliza agentes quimicos isolados ou em combinagao,
por via oral, intravenosa, intramuscular, intradérmica ou topica com o objetivo de debelar tu-
mores malignos; sendo essa uma das formas de tratamento amplamente utilizadas na clinica
oncoldgica (BRASIL, 2019). Compostos heterociclicos naturais participam de diversos proces-
sos bioldgicos nos seres vivos, como o metabolismo e fornecimento de energia, transmissao
de impulsos nervosos além de transferéncia de informacoes hereditarias (POZHARSKU et al.,
1997).

Diversos compostos heterociclicos sdo encontrados atualmente em medicamentos com
atividades diversificadas, como: anti-hipertensivos (Losartana), anti-inflamatérios e analgésicos
(Dipirona), além de antitumorais (Carbamato de fluorouracil). Os compostos mesoidnicos estao
inseridos nessa categoria de substancias heterociclicas, e segundo estudos realizados por Senff-
Ribeiro et al., (2004) e Bhosale et al., (2015), estes compostos possuem propriedades anti-
proliferativas potentes em células tumorais e efeitos moderados nos tecidos normais, sendo

clinicamente bem tolerados.

No TAE, parametros como o ganho de peso dos animais, volume ascitico e circun-
feréncia abdominal sdo importantes indicadores da progressao da doencga (SILVA et al., 2017).
Ainda no desenvolvimento tumoral, existem propriedades celulares que indicam a instalacdo e
progressao da doenca, como: diferenciacdo e proliferacdo celular desordenada, estabelecimento

de um microambiente favordvel bem como os processos angiogénicos (SCHULZ, 2007).

No presente estudo, o TAE apresentou um crescimento progressivo do volume ascitico
e do nimero das células na cavidade peritoneal, corroborando com as descri¢des prévias de
Vincent e Nicholls (1967) e Mangueira et al., (2017). Tanto o aumento do volume ascitico como
o a multiplicagdo do nimero de celular interfere imediatamente no peso dos animais. Santos
et al. (2016) constatou que houve um ganho de peso nos animais de aproximadamente 12g em
15 dias de experimentacdo, e Salmeron (2018), um ganho de quase 20 gramas 19 dias apos a
inoculagcao do TAE. Essas observacoes acerca do rapido ganho de peso nos animais confirmam
a agressividade do tumor e a sua ripida capacidade de gerar grande aumento na quantidade de
células vidveis e do liquido ascitico (SILVA; SANTOS; CASSALI, 2006).

Considerando a variacdo do peso dos animais tratados com MC-1 nas doses de 6,25,
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12,5 e 25 mg/kg, ndo houve ganho de peso, e a diferenca foi significante em relacdo ao grupo
controle com TAE nao tratado, corroborando a hipétese da inibi¢ao na formacao do liquido

ascitico e na diminui¢do da quantidade de células intraperitoneais.

No grupo de animais tratado com a dose de 50 mg/kg do MI-01, houve efeitos colate-
rais graves. Nao sO a anorexia, mas também outros sintomas relacionados a toxicidade da dose
como: alopecia, alteracdes nas fezes e reducao da forga para agarrar. Além disso, ainda durante
o protocolo de 9 dias de tratamento, dois animais morreram, impossibilitando a continuidade
da experimentacao no referido grupo. Em estudos que avaliaram a atividade de substancias
antineopldsicas, a perda de peso € tipicamente associada a toxicidade da substancia em questao
(TALMADGE et al., 2007). Tanto a perda de peso quanto a desnutri¢cdo estdo diretamente rela-
cionadas a quadros de anorexia, muito presente em pacientes com cancer devido as alteracoes
gastrointestinais, dificuldade de cicatrizac@o, supressao da resposta imunoldgica e, consequen-
temente, reducdo da qualidade de vida e da sobrevida (OLIVEIRA, 2010).

Um resultado intrigante observado foi que nos primeiros instantes apds a administracao
do MC-1 (1-3 minutos), os animais dos grupos tratados com 12,5 ou 25 mg/kg se comportaram

de forma hiperativa, além de aumentar a frequéncia de vocaliza¢des e apresentarem piloerecao.

O crescimento da circunferéncia abdominal de animais com TAE € um parametro obser-
vado que estd imediatamente ligado a quantidade de liquido ascitico formado (MANGUEIRA
et al., 2017; SANTOS et al., 2016; FECCHIO et al., 1990). Nesse trabalho, os resultados das
medicoes da circunferéncia abdominal demonstraram que entre os grupos de animais tratados
(6,25, 12,5 e 25 mg/kg) nao houve diferencga estatistica, porém, quando comparadas com o

grupo tumor, a reducgdo foi significante para as trés doses do MC-1.

Uma vez inoculadas por via intraperitoneal, as células de Ehrlich irdo se desenvolver na
sua forma ascitica. A ascite é a acumulagao de fluidos no peritonio na forma de exsudato, con-
tendo proteinas, células e outros fatores relacionados ao processo inflamatdrio como citocinas e
quimiocinas (JUNIOR et al., 2009). Além disso, h4 uma importante relacio entre a quantidade
de ascite gerada durante o quadro inflamatério ou neoplésico e o influxo inflamatério celular
(macrofagos, neutréfilos, linfécitos etc) e a permeabilidade vascular do peritonio (FERNAN-
DES, 2015).

O tratamento com MC-01 nos animais do modelo experimental do TAE (6,25 e 12,5
mg/kg) induziu reduciao no volume do tumor, todavia, a dose de 25 mg/kg do MC-1 ndo apre-
sentou efeitos nesse parametro. Nos animais saudaveis ndo foi possivel aspirar a mesma quan-
tidade de salina injetada (3 ml), isso porque o peritonio € uma membrana permedvel a solucoes
aquosas, além de nao haver o estimulo tumoral e inflamatério para o desenvolvimento da ascite.
Nas concentracdes de 6,25 e 12,5 mg/kg o mesoidnico foi eficaz na reducdo do volume tumo-
ral, sendo a média do volume ascitico aspirado do grupo tratado com 6,25 mg/kg igual a 2,4

ml (£ 0,10), e a do grupo da dose de 12,5 mg/kg igual a 2,2 ml (£ 0,19). Sendo assim, esses
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resultados reiteram a eficicia do mesoidnico na inibi¢do da formagdo da ascite.

A quantidade de células totais € um parametro importante para avaliar a progressao do
quadro neoplésico e o crescimento das células malignas. Esse é um dos critérios a ser avaliado
em estudos de substincias antineoplédsicas (SCHULZ, 2007). A morte celular pode ocorrer
por diversos mecanismos, € a apoptose € um tépico amplamente discutido quando se trata de
terapias antineoplasicas (MISHRA, 2018). O mecanismo da apoptose consiste em mudancgas
morfofisiolégicas nas células e a consequente formagdo de corpos apoptdticos, que contém os

componentes intracelulares (KOLB, 2017).

Os estimulos responséveis pelo inicio do processo apoptdticos podem ser intrinsecos
ou extrinsecos a célula. A via intrinseca (ou mitocondrial) pode ser iniciada na presenca de
estimulos como lesdo ao DNA, elevadas concentrag¢des de radiacao, auséncia de fatores de cres-
cimento ou de hormdnios além da presenca de radicais livres e toxinas no meio extracelular
(GREEN, 2011). Por sua vez, a via extrinseca € ativada quando ligantes como TNF, Ligante
Indutor de Apoptose Relacionado ao TNF (TRAIL) e CD95L (FasL) ativam os Receptores de
Morte Celular (BOATRIGHT, 2003). Além da apoptose, outras vias de morte celular como a
necroptose (necrose programada), a piroptose (inducdo da inflamacao por liberacdo de DAMPs
e citocinas no meio extracelular), a ferroptose (mecanismo de defesa contra o actimulo de ra-
dicais téxico nas células) e a autofagia (resposta a estresses como danos ambientais, flutuacdes
quimicas, privacdo metabdlica e exposicdo a patdégenos) também sdo importantes meios de
conten¢do de danos ao tecido bem como métodos essenciais para a eliminagdo de células ne-
oplasicas incipientes (KOLB, 2017).

Os resultados do tratamento com o0 MC-1 em camundongos com TAE demonstraram que
houve reducao dréstica no ndmero de células vidveis em relagdo ao grupo de animais com tumor
nao tratados. No presente estudo, o grupo com tumor ndo tratado atingiu uma concentragao
celular de aproximadamente 39 x 107/ mL ao final do periodo de experimentagio, j4 a dose de
6,25 mg/kg do MC-1 reduziu em aproximadamente 97.8 % as células totais do liquido ascitico
(média de 0,85 + 0,18 x 107), enquanto a dose de 25 mg/kg do MC-1 reduziu 97.2% e a de
12,5 mg/kg reduziu 94.8 %.

A contagem diferencial das células (linfocitos, neutréfilos e macréfagos) foi realizada
no liquido ascitico dos animas com TAE tratados ou ndo com o MC-1 a fim de melhor com-
preender a dindmica do influxo celular inflamatério para a regido intraperitoneal. A dose de
25 mg/kg do MC-1 induziu grande concentracio de infiltrado celular inflamatdrio (reduzindo
72 % de macréfagos e aumentando 37 % de neutréfilos e 35 % de linfécitos) quando comparado
ao grupo tumor. O grupo com TAE nio tratado exibiu um aumento de 43.75 % de macréfagos
e redugdo de linfécitos (26.75 %) e neutréfilos (17 %) quando comparado ao grupo saudavel,
demonstrando os efeitos da condi¢cao neopldsica no desenvolvimento da resposta inflamatdria
no peritonio dos animais. Ferreira et al., 2008 demonstrou que derivados mesoidnicos do sis-

tema 1,3,4- tiadiaz6lio-2-aminida tinham baixa citotoxicidade frente aos macréfagos in vitro,
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e Macédo (2017), em sua avaliacdo do potencial antineoplasicos dos compostos MIH 2.4BI e
MIH 2.4Zn concluiu que estes possuiam citotoxicidade seletiva para as células tumorais e baixa

toxicidade para células normais in vitro, desempenhando atividade antitumoral.

As células inflamatdrias presentes no liquido ascitico dos diferentes grupos de ani-
mais em estudo foram fixadas em laminas pela cito-centrifugacdo (Cytospin) e observadas
via a objetiva de 100x com Oleo de imersdo no microscopio Optico, estas apresentaram ca-
racteristicas atipicas possivelmente causadas pelo processo inflamatério agudo do TAE. Inici-
almente, observou-se um aumento do nimero de bastonetes e presenga ocasional de células
imaturas, como mieldcitos e promieldcitos (Figuras 10E, 10F e 10G). Linfécitos em diferentes
estdgios de maturacdo também foram identificados, além de células mononucleares e polimor-
fonucleares apresentando hipercromia basofilica e uma grande quantidade de células atipicas.
No grupos de animais com TAE observou-se tiras de fibrinas e agrupamentos celulares conec-
tados por essas fibras (Figura 10G, 10I e 10J). Além disso, varias células apresentam vacuolos

e nucléolos proeminentes (Figura 10C e 10H).

Os neutréfilos formam uma importante barreira contra o desenvolvimento de tumores e
a presenca dessas células no tecido tumoral pode estar associada a um progndstico favoravel
na resolucdo dos tumores (FRIDLENDER, 2009). Os neutré6filos medeiam a morte de células
neoplésicas por mecanismos tais como a Citotoxicidade Mediada por Células Dependente de
Anticorpos (ou em inglés, a sigla ADCC) e a trogocitose, ou seja, a aquisicao do conteddo cito-
plasmético ou fragmentos da membrana celular de outra célula com quem interage, passando a
expressar esses antigenos (MATLUNG, 2018). Esses mecanismos apresentam como resultado

final uma potente ativacao da resposta antitumoral dos linfocitos T e das células NK.

Nos animais em que o TAE foi induzido foram observados neutréfilos atipicos, com
nucleo em forma de anel (Figura 10L) além de células com hipersegmentagdes nucleares (Fi-
gura 10K). Essas observacdes podem indicar uma mielopoiese anormal, onde células ainda
imaturas sdo direcionadas ao sitio inflamado, e as células ja maduras, permanecem por muito
tempo no local de inflama¢do (HELLEBREKERS, 2018).

As andlises histoldgicas de tecidos provenientes do bago, figado e rins dos animais
dos grupos controles e daqueles submetidos ao tratamento com MC-1 demonstram que houve
alteracdes histologicas no baco e no figado, e que o tratamento foi capaz de amenizar essas
alteracdes. O baco € um 6rgdo linfoide atuante nas respostas imunoldgicas contra antigeno e
sua histologia revela componentes como as poupas vermelha e branca, sendo que nessa ultima,
estdo localizados os linfécitos T na bainha peri-arteriolar, e os linfécitos B, nos foliculos (ME-
BIUS, 2005). As fotomicrografias de cortes do 6rgao corados em hematoxilina e eosina de-
monstram que no grupo sauddvel ndo houve alteracdes histologicas, contudo, o grupo com
tumor ndo tratado apresentou regides com baixa concentragdo celular na regido folicular (Fi-
gura 11B), uma caracteristica de processos apoptéticos mediados por linfécitos B. Nos grupos

dos animais tratados com o MC-1 nas doses de 12,5 e 25 mg/kg observamos reducdo nesse
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parametro histologico sugerindo um efeito benéfico do composto no baco.

O figado € um dos 6rgaos que mais apresenta susceptibilidade a substancias toxicas pois
ele é responsavel pelo processamento de metabdlitos do organismo. Os dois tipos celulares
epiteliais principais presentes nesse 6rgdo sdo os hepatdcitos, constituindo cerca de 60 % das
células totais, e as células epiteliais biliares, presentes nos ductos biliares (NAVES e MORENO,
2000). O resultado de estudos histologicos de cortes de figado dos animais revelaram infiltrados
celulares macicos além de focos hemorragicos, contudo, o tratamento com MC-1 provocou
reducdo desse infiltrado celular mas promoveu alteragdes morfolégicas no sistema porta do

orgdo, como dilatacdo de sinusdides hepéaticos e congestao nos ramos da veia porta.

Os rins fazem o papel de filtro e como tal sdo responsaveis pela depuragdo de substancias
que devem ser eliminadas do organismo. Os cortes histoldgicos dos rins dos grupos de animais
com TAE, com ou sem tratamento com o MC-1, ndo apresentaram alteracdes histologicas e

estavam com todos os parametros morfolégicos normais.

Embora a atuacdo de compostos mesoidnicos no desenvolvimento tumoral seja pouco
estudada, o presente trabalho demonstrou que o mesoidnico 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-
1,3,4-cloreto de tiadiazdlio-2-tiol (MC-1), em sua menor concentragdo (6,25 mg/kg), estudado
no modelo experimental de Tumor de Erhlich na forma ascitica, obteve os melhores resulta-
dos, sendo capaz de alterar o curso da doenca pela diminui¢ao da formagao do liquido ascitico,
redu¢do do volume do tumor além de modificar o padrao de migracdo celular do fluido ascitico,
reduzindo o nimero de macréfagos e aumentando a quantidade de linfécitos e neutréfilos. Em
adi¢do o tratamento dos animais com tumor com o MI-01 reduziu aos parametros histopa-

tologicos relacionados ao desenvolvimento do tumor nos 6rgaos tais como baco e figado.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com o tratamento do MC-1 em modelo murino de Tumor Ascitico

de Ehrlich permitem concluir que o mesoidnico:

e Foi capaz de inibir o ganho de peso dos animais em suas trés concentracdes analisadas;
e Reduziu a formacdo do liquido inflamatdrio ascitico caracteristico do processo infla-
matorio agudo no TAE;

e Diminuiu os valores da circunferéncia abdominal dos animais tratados;

e Reduziu a quantidade de células totais presentes no liquido ascitico;

e Modulou o perfil do infiltrado inflamatdrio celular, reduzindo o nimero de macréfagos
e aumentando a quantidade de linfocitos e neutrofilos;

e Reverteu alteracdes histopatologicas provocadas pelo desenvolvimento do TAE no

figado e bago dos animais tratados.

Assim, conclui-se que o mesoidnico 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-cloreto de ti-
adiazolio-2-tiol possui efeitos relevantes frente aos pardmetros tumorais do modelo experimen-
tal de Tumor Ascitico de Ehrlich, abrindo novas possibilidades de estudos para alternativas
terapéuticas, bem como, compreender de forma mais eficaz, os mecanismos pelos quais essa

substancia atua em seus efeitos imunomoduladores e antineopldsicos.
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