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DERIVADO ACRIDÍNICO. 2019. 147f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e 
Sintéticos Bioativos) – UFPB/CCS, João Pessoa. 
 

RESUMO 

 
O câncer é considerado uma das causas mais comuns de mortalidade no mundo e designa 
um conjunto de doenças determinadas pela presença de células com alterações 
morfológicas e bioquímicas, e com proliferação sustentada. Problemas relacionados a 
eficácia, segurança e desenvolvimento de resistência ao tratamento impulsionam pesquisas 
de novas moléculas com potencial antitumoral. Além disso, efeitos fisiopatológicos 
associados ao câncer, como a dor, também são tratados com baixa efetividade. Os 
derivados acridínicos são descritos por apresentar diversas atividades biológicas, dentre 
essas, antitumoral e antinociceptiva. O objetivo deste trabalho foi investigar a toxicidade e as 
atividades antitumoral e antinociceptiva, bem como, os possíveis mecanismos de ação 
envolvidos no efeito do derivado acridínico inédito n’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-
cianoacetohidrazide‖ (ACS-AZ). A toxicidade não clínica aguda de ACS-AZ em 
camundongos por via intraperitoneal (i.p.) nas doses de 300 ou 2000 mg/kg e sua DL50 
(dose letal 50%) foi estimada em torno de 500 mg/kg, considerando o guia n. 423 da 
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD). A genotoxicidade foi 
realizado o teste do micronúcleo em sangue periférico de camundongos, sendo observado 
que ACS-AZ (150 mg/kg, i.p.) não induziu aumento no número de eritrócitos 
micronucleados, sugerindo baixa genotoxicidade in vivo. ACS-AZ (25 ou 50 mg/kg), após 
sete dias de tratamento (i.p.), mostrou significante atividade antitumoral in vivo em modelo 
de Carcinoma Ascítico de Ehrlich (CAE), considerando todos os parâmetros avaliados 
(volume, massa e viabilidade celular) (p<0,05). Em relação aos mecanismos de ação 
antitumoral, foi observado que ACS-AZ reduziu a microdensidade vascular peritumoral 
(p<0,05), bem como os níveis das citocinas IL-1β e da quimiocina CCL-2 (p<0,05).  
Entretanto, aumentou os níveis de TNF-α e IL-4 (p<0,05) mostrando que ACS-AZ foi capaz 
de modular o microambiente tumoral inflamatório para exercer seu efeito antitumoral. 
Considerando o vasto papel do estresse oxidativo na propagação de tumores, foi avaliado o 
efeito de ACS-AZ por meio do ensaio fluorimétrico do 2-70-dichlorofluoresceina diacetato 
(DCFH-DA). Observou-se redução do nível de estresse oxidativo após tratamento com ACS-
AZ (50 mg/kg) (p<0,05), o que sugere efeitos antioxidantes. Ainda, foi detectado que ACS-
AZ (50 mg/kg) promoveu redução da produção de óxido nítrico (NO) (p<0,05), um mediador 
chave envolvido em processos de crescimento, angiogênese e metástase tumoral. Entre os 
parâmetros de toxicidade avaliados (parâmetros metabólicos, bioquímicos, hematológicos e 
histológicos), foi observado que ACS-AZ (50 mg/kg) induziu apenas hepatotoxicidade, 
caracterizada pela detecção de esteatose grau leve e processos degenerativos no tecido 
hepático. Em relação aos testes de antinocicepção, ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.) apresentou 
potente atividade antinociceptiva de ação central nos testes de placa quente e, em ambas 
as fases do teste formalina (p<0,05), envolvendo a participação da via opioide nessa 
reposta. Portanto, é possível inferir que o ACS-AZ apresenta baixa toxicidade, atividade 
antitumoral via efeitos antiangiogênicos e imunomoduladores, e atividade antinociceptiva 
que envolve a via opioide.  
 

Palavras-chave: Derivados acridínicos. Carcinoma Ascítico de Ehrlich. Atividade 
Antinociceptiva. Toxicidade. Imunomodulação. 
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ABSTRACT 
 

Cancer is considered one of the most common causes of mortality in the world and 
designates a set of diseases determined by the presence of cells with morphological and 
biochemical modifications, and with a sustained proliferation. Problems in the efficacy, safety 
and development of treatment resistance stimulates the research of new molecules with 
antitumor potential. In addition, pathophysiological effects associated with cancer, such as 
pain, are also treated with low effectiveness. Acridine derivatives are described as having 
several biological activities, among them, antitumor and antinociceptive activities. This study 
aimed to investigate the toxicity, the antitumor and the antinociceptive activities, as well as 
the possible mechanisms of action involved in the effect of the unpublished acridine 
derivative n’-(6-chloro-2-methoxy-acridin-9-yl)-2-cyanoacetohidrazide (ACS-AZ). Initially, the 
acute non-clinical toxicity evaluation of ACS-AZ in mice  per intraperitoneal route (i.p.) were 
performed.  ACS-AZ (300 or 2000 mg / kg) and its LD50 (50% lethal dose) was estimated 
around 500 mg / kg, according the guide n. 423 of the Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD). For the evaluation of the  ACS-AZ (150 mg / kg, i.p.) 
genotoxicity, the micronucleus assay in the peripheral blood of mice  were performed, ACS-
AZ (150 mg / kg, i.p.) did not induce an increase in the number of micronucleated 
erythrocytes, suggesting low genotoxicity in vivo. ACS-AZ (25 or 50 mg / kg) after seven 
days of treatment (i.p.) showed significant in vivo antitumor activity in Ehrlich Ascitic 
Carcinoma (CAE) model, considering all parameters evaluated (volume, mass and cell 
viability) (p<0,05). Regarding the mechanisms of antitumor action, it was observed that ACS-
AZ reduced peritumoral vascular microdensity (p<0,05), as well as the levels of IL-1β 
cytokines and CCL-2 chemokine (p<0,05), and also increased the levels of TNF-α and IL-4 
(p <0.05) showing that ACS-AZ was able to modulate the inflammatory tumor 
microenvironment to exercise its anti-tumor effect. Considering the large role of the oxidative 
stress in tumor propagation, the effect of ACS-AZ was evaluated by the fluorometric test of 2-
70-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). Reduction of the oxidative stress level after 
treatment with ACS-AZ (50 mg / kg) (p <0.05) was observed, suggesting antioxidant effects. 
Furthermore, ACS-AZ (50 mg / kg) was shown to reduce nitric oxide (NO) production (p 
<0.05), a key mediator involved in growth, angiogenesis and tumor metastasis. Among all the 
parameters of toxicity evaluated (metabolic, biochemical, hematological and histological 
parameters), it was observed that ACS-AZ (50 mg / kg) induced only mild hepatotoxicity, 
characterized by the detection of mild grade steatosis and degenerative processes in hepatic 
tissue. Regarding the antinociceptive tests, ACS-AZ (50 mg / kg, i.p.) showed potent central-
acting antinociceptive activity in hot plate tests and, in both phases of the formalin test (p 
<0.05), involving the participation of the opioid pathway in this response. Therefore, it is 
possible to infer that ACS-AZ presents low toxicity, antitumor activity via antiangiogenic and 
immunomodulatory effects, and antinociceptive activity involving the opioid pathway. 
 
Key words: Acridine derivatives. Ehrlich Ascitic Carcinoma. Antinociceptive activity. Toxicity. 
Immunomodulation 
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1 INTRODUÇÃO    

 

Câncer é o termo que designa um conjunto de doenças determinadas pela 

presença de células alteradas morfológica e bioquimicamente, as quais 

compartilham várias características, dentre elas: proliferação sustentada, 

propriedades de invasão e metástase, indução de angiogênese, inflamação 

promotora do tumor e evasão da destruição imune (HANAHAN, 2014; BENEDICTO; 

ROMAYOR; ARTETA, 2017; SANTOS et al., 2018).  

Atualmente, o câncer é considerado uma das causas mais comuns de 

mortalidade no mundo. De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 

2018, da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC), no ano de 2018, 

houve 18,1 milhões de novos casos e 9,6 milhões de mortes por câncer em todo o 

mundo, o que caracteriza a doença como um grave problema de saúde pública 

(FERLAY et al., 2018).  

Em relação ao tratamento, várias abordagens podem ser utilizadas, tais 

como, cirurgia, radioterapia, imunoterapia, hormonioterapia, terapia alvo e 

quimioterapia, as quais podem ser utilizadas isoladamente ou em combinação. A 

quimioterapia, modalidade mais comum de tratamento da doença, consiste em 

induzir uma variedade de lesões no DNA, que, por sua vez, ativa mecanismos de 

morte celular. No entanto, essa modalidade de tratamento apresenta muitas 

desvantagens, a exemplo da baixa especificidade, elevada toxicidade em células 

sadias e desenvolvimento de resistência que, em conjunto, diminuem a eficiência do 

tratamento (SALEM et al., 2016; PAJUELO-LOZANO et al., 2018).  

Em relação aos efeitos fisiopatológicos associados com qualquer tipo de 

câncer, a dor é um dos sintomas mais temidos da doença e pode estar presente em 

qualquer fase do processo tumoral, constituindo um dos maiores danos ao indivíduo 

com câncer. Sendo assim, a dor representa um problema médico significativo, com 

alto custo social, para o qual cerca de metade dos indivíduos acometidos com a 

doença não recebem tratamento eficiente (HABBERSTAD et al., 2018). 

A dor é frequentemente caracterizada como a resposta protetora do corpo a 

um estímulo potencialmente nocivo, mas também é um sintoma importante em um 

grande número de condições patológicas, como o câncer. Pode ser dividida em duas 

grandes categorias: dor fisiológica e dor patológica. A dor fisiológica (nociceptiva 
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aguda) é um sinal de alerta precoce essencial que geralmente provoca a retirada 

reflexa e, portanto, promove a sobrevivência, protegendo o organismo de (mais) 

lesão. Em contraste, a dor patológica (por exemplo, neuropática crônica) se refere a 

uma lesão que acomete o sistema somatossensorial (YAM et al., 2018). No câncer, 

a invasão tumoral no tecido causa pressão ou lesão direta do tecido neuronal, 

resultando em dor neuropática e ainda, o aumento na expressão de algumas 

citocinas inflamatórias (a exemplo de: IL1β, CCL2 e IL6), também aumenta a 

sensibilidade a estímulos nociceptivos (ZHAO et al., 2014). 

Assim, considerando a magnitude da problemática relacionada às duas 

condições mencionadas, câncer e dor, com o objetivo de investigar novos 

candidatos a fármacos em relação a seu potencial antitumoral e antinociceptivo, 

novos derivados acridínicos vêm sendo estudados, uma vez que essas estruturas 

apresentam relatos na literatura de atividade analgésica (SONDHI et al., 2004) e 

antitumoral (MANGUEIRA et al., 2017). 

As acridinas são compostos heterocíclicos, derivados de antracenos, 

formados por dois anéis fundidos a um anel de piridina em posição central. É bem 

estabelecido que a estrutura planar desses anéis tricíclicos é o que lhes permite 

interferir com uma variedade de processos metabólicos, incluindo: inserção entre 

pares de bases de DNA, interação e inibição de enzimas celulares essenciais como 

topoisomerases tipo I e II, telomerase e proteínas quinases, e desta forma, promover 

diferentes atividades biológicas (SILVA et al., 2018; GOUVEIA et al., 2018). 

Nesse contexto, vislumbrando o potencial farmacológico dos derivados da 

acridina e reconhecendo a importância descrita na literatura da amsacrina (m-

AMSA), o protótipo do grupo utilizado clinicamente no tratamento de leucemias e 

linfomas, foi sintetizado o derivado acridínico n’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-

cianoacetohidrazide‖ (ACS-AZ), o qual não possui relatos na literatura de efeitos 

farmacológicos e toxicológicos. Desse modo, o presente trabalho se propôs a 

investigar a toxicidade e as atividades antitumoral e antinociceptiva, bem como, 

mecanismos de ação associados a esses efeitos do derivado acridínico ACS-AZ. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

2.1 Aspectos gerais do câncer 

 

O genoma humano é constantemente desafiado pela espontaneidade do 

metabolismo do DNA, bem como de agentes ambientais, que podem induzir 

diferentes tipos de lesões no DNA, dentre as quais podem ser citadas, mutações 

genéticas (como quebra da dupla fita, substituição ou deleção de uma ou mais 

bases) e alterações epigenéticas (como metilação, acetilação ou fosforilação, além 

de uma grande variedade de modificações nas histonas). Assim, para manter a 

integridade genômica, as células possuem diversos mecanismos de reparo que são 

capazes de detectar e reparar os danos causados durante o processo de replicação 

do material genético (CICCIA; ELLEDGE, 2010; ROOS; THOMAS; KAINA, 2016; 

YANG et al., 2017a). 

No entanto, defeitos no reparo dessas lesões podem induzir processos 

mutacionais que promovem o desenvolvimento de aberrações cromossômicas e, 

consequente, instabilidade genômica, o que permite o acúmulo de diferentes tipos 

de mutações. A instabilidade genômica é responsável por diferentes níveis de 

anormalidades cromossômicas resultando na tumorigênese, caracterizada pelo 

processo de formação de tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011; CARTWRIGHT 

et al., 2017; NIK-ZAINAL; MORGANELLA, 2017). 

Os tumores, ou neoplasias, correspondem a uma proliferação anormal do 

tecido, apresentando alterações morfológicas de forma parcial ou total, de tal modo 

que o seu tecido de origem pode ser irreconhecível, e são classificados em benignos 

ou malignos. As neoplasias benignas têm seu crescimento de forma organizada, 

geralmente lento e expansivo, e apresentam limites bem nítidos. Apesar de não 

invadirem os tecidos vizinhos, podem comprimir os órgãos e os tecidos adjacentes 

(YASMIN et al., 2015; ISRAEL et al., 2016).  

São exemplos de tumores benignos: os osteomas, tumor ósseo primário, 

comum principalmente nas estruturas faciais e crânio (YUDOYONO et al., 2017); os 

lipomas, originados principalmente pelas células do tecido adiposo subcutâneo, mas 

ocasionalmente, podem se formar no tecido muscular (KOGURE et al., 2017); os 

condromas, tumores comuns e originados a partir da cartilagem hialina (BRAUN; 
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WEICHHARDT; UHLMANN, 2017); os adenomas hepatocelulares, originados a 

partir dos hepatócitos e classificados como tumores de desenvolvimento raro 

(BIOULAC-SAGE; SEMPOUX; BALABAUD, 2017); e os leiomiomas, originados no 

músculo liso e com maior frequência no miométrio uterino, trato gastrointestinal e 

pele (LUACES et al., 2007; FLORES; REYES, 2014). 

No caso das neoplasias malignas, ou câncer, há manifestação de maior grau 

de autonomia e seu desenvolvimento inclui vários estágios que são classificados 

em: transformação, progressão, propagação, invasão de tecidos vizinhos, 

angiogênese e metástase, podendo ser resistentes ao tratamento e letal para o 

indivíduo. Os diferentes tipos de câncer são classificados, principalmente, pelos 

órgãos a partir dos quais são originados (YASMIN et al., 2015; ISRAEL et al., 2016; 

LIN et al., 2017).  

Dentre as neoplasias malignas, encontram-se os sarcomas, originados em 

tecidos moles a exemplos de cartilagem, tecido adiposo, vasos sanguíneos, tecido 

muscular liso e estriado, bem como, podem ser originados em tecido ósseo. 

Correspondem a aproximadamente 1% de todas as neoplasias malignas em adultos 

(FRICKE et al., 2017). Já os carcinomas são originados dos epitélios de 

revestimento externo e interno e quando o epitélio é de origem glandular, passam a 

ser chamados de adenocarcinomas. Os carcinomas são considerados o tipo de 

câncer mais comum nos seres humanos, podendo surgir em praticamente todos os 

tecidos do nosso corpo (SÈBE et al., 2016; GAJULAPALLI et al., 2016).  

Ainda dentro desse contexto, podem ser citados os gliomas, tumores 

primários originados de células da glia do sistema nervoso central, caracterizados 

por infiltração difusa no cérebro e alta taxa de recorrência (SAMPETREAN; SAYA, 

2017); as leucemias, originadas a partir de tumores nos órgãos hematopoiéticos, 

classificadas em agudas e crônicas e ainda, de acordo com a linhagem de células 

que as originam, podendo ser, mieloide e/ou linfoide (CLEVEN; HOGENDOORN, 

2017). E, por fim, os linfomas, que são originados a partir do tecido linfático 

(linfonodos ou gânglios), e classificados em dois tipos: linfomas de Hodgkin e os 

linfomas não-Hodgkin (DI FONZO et al., 2017). 

O câncer é caracterizado como um importante e crescente problema de 

saúde pública, sendo considerada, uma das principais causas de mortalidade em 

todo o mundo, no qual, a cada sete mortes, uma é contabilizada em decorrência do 
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câncer (VENTOLA, 2017). Em 2016, foram quantificados 1.685.210 novos casos de 

câncer e 595.690 mortes estimadas nos Estados Unidos. Em 2030, a carga global é 

estimada em 22,2 milhões de casos novos de câncer e 13,2 milhões de mortes em 

todo o mundo (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016; MANGUEIRA et al., 2017).  

Em relação ao Brasil, estima-se para o biênio 2018-2019, a ocorrência de 600 

mil novos casos de câncer, para cada ano. Excetuando-se o câncer de pele não 

melanoma (cerca de 170 mil casos novos), ocorrerão 420 mil casos novos de 

câncer. O cálculo global corrigido para o sub-registro aponta a ocorrência de 640 mil 

casos novos (FERLAY et al., 2018; BRASIL, 2018).  Dentre os tipos mais incidentes 

para o país, encontram-se os cânceres de próstata, pulmão, mama feminina e cólon 

e reto, sendo os cânceres de próstata em homens (68 mil) e mama em mulheres (60 

mil) os mais frequentes. Entretanto, apresentam ainda altas taxas para os cânceres 

do colo do útero, estômago e esôfago (BRASIL, 2018). 

Nos Estados Unidos, o câncer é a segunda causa mais comum de morte, 

sendo a neoplasia de mama a principal entre as mulheres (MOBLEY et al., 2017). 

Segundo dados recentes, diferenças nas taxas de incidência entre os gêneros 

demonstram que os homens estão inseridos em um grupo com maior risco de 

desenvolvimento da maioria dos tipos de cânceres não específicos do gênero 

(SCELO et al., 2017). 

A razão para o desenvolvimento de muitos dos diferentes tipos de neoplasias 

ainda permanece desconhecida, no entanto, algumas causas são estabelecidas e 

incluem fatores de risco modificáveis (fatores externos) e não modificáveis (fatores 

internos).  Os fatores de riscos modificáveis se referem, principalmente, ao estilo de 

vida do indivíduo como o uso de tabaco, consumo de álcool, dieta com alta ingestão 

de carboidratos refinados e gorduras saturadas e baixa ingestão de ácidos graxos 

poliinsaturados, fibras e vitaminas (principalmente folato, vitamina D e carotenoides), 

associados ao sedentarismo (baixa ou nenhuma atividade física), resultando no 

aumento da gordura corporal (ROMIEU; AMADOU; CHAJES, 2017).  

Em relação aos fatores de riscos não modificáveis, encontram-se os 

hormônios; as condições imunológicas; e a idade, uma vez que, na grande maioria 

dos casos, o desenvolvimento de neoplasias é precedido por um longo período de 

latência que pode durar vários anos; e, por fim, as mutações genéticas e alterações 

epigenéticas. Esses fatores podem atuar simultaneamente ou em sequência para 
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iniciar e/ou promover a formação dos tumores (YASMIN et al., 2015; ROMIEU; 

AMADOU; CHAJES, 2017; YANG et al., 2017b). 

A carcinogênese, caracterizada pelo processo de formação de tumores, é 

dividida em diferentes fases, classificadas em: iniciação, promoção e progressão 

(ERDEM et al., 2014; MUÑOZ-FONTELA, et al., 2016). A fase inicial inclui alterações 

celulares irreversíveis que exigem múltiplas mutações em loci diferentes. Em média, 

são necessárias de três a sete mutações para a transformação de células normais 

em células cancerosas. Essas mutações, geralmente, ocorrem nos genes 

responsáveis pelo controle celular, o que inclui os processos de proliferação, 

diferenciação e morte celular, e estão relacionadas a inativação de genes 

supressores de tumores, e/ou aumento da atividade de oncogenes, podendo 

também, estar associadas ou não, a outros genes que regulam a proliferação celular 

(IVANOVA et al., 2013; YASMIN et al., 2015; ABU-ZHAYIA et al., 2017; YI et al., 

2017). A fase de promoção é a proliferação clonal das células alteradas na fase 

inicial, e a fase de progressão inclui a etapa agressiva e metastática da doença 

(SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).  

Os proto-oncogenes atuam normalmente em diferentes níveis da proliferação 

celular, e mediante processos mutacionais, originam os oncogenes que são genes 

relacionados ao surgimento de tumores. Dentre esses podem ser citados o RAS 

(MALUMBRES; BARBACID, 2003; FALEEL et al., 2016), MET, MYC  e ERK 

(Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares) (SLATTERY et al., 2017).  

Da mesma forma, mutações nos genes supressores de tumor que impedem a 

inibição da progressão do ciclo celular, facilitam o crescimento anormal de células 

transformadas. Exemplos incluem mutações nos genes que codificam as proteínas 

p53 (TP53) (TANG et al., 2007; INOUE; FRY; FRAZIER, 2016) e retinoblastoma (Rb) 

(SLATTERY et al., 2017). 

No câncer, essas alterações em oncogenes e genes supressores de tumor 

conferem as células características peculiares ou marcadores que abrangem, de 

forma fundamental, sua etiologia e manutenção. Essas características expressam a 

capacidade biológica e a desregulação das propriedades bioquímicas e 

biomecânicas, contribuindo para a progressão neoplásica. São essas: evasão da 

destruição pelo sistema imune, sinalização proliferativa sustentada, não 

responsividade a sinais supressores de crescimento, ativação de invasão e 
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metástase, resistência à morte celular programada, imortalidade replicativa, 

reprogramação do metabolismo energético, indução de angiogênese e instabilidade 

do genoma e inflamação crônica (Figura 1) (HANAHAN; WEINBERG; 2011; 

CEKANOVA; RATHORE, 2014; PICKUP, 2014; HANAHAN, 2014). 

 

Figura 1. Características biológicas do câncer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN, 2014. 

 

 

2.2 Angiogênese e microambiente tumoral 

 

Várias características são descritas para a progressão do processo 

neoplásico no câncer, dentre essas, encontra-se a indução de angiogênese e a 

formação de um microambiente tumoral que confere à interação de fatores 

intrínsecos e extrínsecos, permitindo o crescimento e o desenvolvimento tumoral, 

bem como, a sua disseminação metastática (HANAHAN, 2014; TAPIA-VIEYRA; 

DELGADO-COELLO; MAS-OLIVA, 2017; MANASA; KANNAN, 2017).  

 A angiogênese é um processo de múltiplos passos que consiste na formação 

de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-existentes, em condições 

fisiológicas e patológicas e dessa forma, essencial para o crescimento e progressão 
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de células neoplásicas de tumores sólidos e hematológicos, por manter o suprimento 

adequado de nutrientes e oxigênio (LAN et al., 2017; MANGUEIRA et al., 2017). 

Em condições fisiológicas, a angiogênese é um processo natural e 

imprescindível para sobrevivência do indivíduo, uma vez que atua em diversos 

processos como: cicatrização, construção do revestimento interno do útero após a 

menstruação mensal em mulheres e ainda, é responsável por formar a placenta 

durante a gestação e participar da embriogênese (LAGANARO, 2016). Portanto, a 

angiogênese não é necessariamente maléfica, embora esteja envolvida em 

diferentes condições patológicas como os exemplos a seguir: degeneração macular 

relacionada à idade, aterosclerose, diabetes mellitus e por constituir uma das 

principais características responsáveis pelo desenvolvimento do câncer, permitindo 

seu crescimento em tamanho, além de aumentar seu suprimento sanguíneo inicial e, 

consequentemente, disponibilizar níveis de oxigênio e nutrientes maiores (JEONG et 

al., 2017; ALI et al., 2017). 

Diante da teoria clássica da angiogênese tumoral, os tumores obtêm 

nutrientes e oxigênio por difusão no estágio inicial, mas quando o tamanho do tumor 

se torna maior, a difusão não pode mais atender às exigências do tumor em relação 

a quantidade de oxigênio e nutrientes; assim, o processo de angiogênese é iniciado. 

Desta forma, a angiogênese é essencial para o crescimento tumoral, bem como, 

para o processo de invasão e desenvolvimento de metástases (YANG et al., 2017c). 

O início desse processo é conhecido como ―Switch‖ angiogênico, pelo qual, 

os tumores adquirem a capacidade de crescer e disseminar além de seu local 

principal. Esse processo pode ser ativado por hipóxia, hipoglicemia, estresse 

mecânico e inflamação. O ―Switch‖ angiogênico consiste em diferentes etapas que 

incluem: desprendimento perivascular e dilatação de vasos, germinação 

angiogênica, formação e desenvolvimento de novos vasos e recrutamento de células 

perivasculares (Figura 2) (LOIZZI et al., 2017). 
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Figura 2. ―Switch‖ angiogênico de vasos de células tumorais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: LOIZZI et al., 2017. 

 

Diferentes da vasculatura normal, os vasos tumorais são primitivos, não 

apresentam uma camada contínua de músculo liso e, muitas vezes, são constituídos 

por uma camada endotelial e um tecido conjuntivo, resultando em um sistema 

vascular com vazamento, que promove a metástase, facilitando o movimento das 

células tumorais na corrente sanguínea (LI et al., 2017). 

Normalmente, a angiogênese é fortemente regulada por um equilíbrio de 

fatores antiangiogênicos e angiogênicos produzidos por células malignas e não 

malignas. Dentre alguns fatores antiangiogênicos, estão: interferon, interleucinas e 

inibidores de metaloproteinases da matriz. Em relação aos principais fatores 

angiogênicos, podem ser citados: o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), angiopoietina, fator de 

crescimento de hepatócitos (HGF), fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF), que consiste em um dos fatores mais 
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críticos e específicos para estimulação da angiogênese fisiológica e patológica 

(KONG et al., 2017).  

O VEGF constitui uma grande família de fatores de crescimento que incluem 

VEGF-A, B, C, D e fator de crescimento placentário (PLGF) que diferem em relação 

ao seu padrão de expressão, especificidade do receptor e funções biológicas 

(GOEL; MERCURIO, 2013; LAN et al., 2017).  

O VEGF-A, que é referido como VEGF, é o mais estudado dentre os 

membros desta família e a sua superexpressão, induzida principalmente por fatores 

de crescimento, oncogenes e hipóxia, está associada à progressão e ao mau 

prognóstico de vários tumores, incluindo câncer de mama, próstata e carcinoma 

hepatocelular. O VEGF possui dois receptores principais, VEGFR1 (Flt-1) e VEGFR2 

(Flk-1/KDR), ambos estão presentes na superfície da célula endotelial, consistindo 

no fator predominante para ativação dessas células vasculares. A interação do 

VEGF com seus receptores inicia uma cascata de sinalização intracelular que 

resulta em proliferação, migração, permeabilidade e formação de tubos na estrutura 

das células endoteliais (LAN et al., 2017; ZHANG; DISSANAYAKA, 2017). 

Concomitantemente, as metaloproteinases de matriz que degradam a matriz 

extracelular (ECM), induzem sua remodelação, e então, as células endoteliais 

migram através da ECM remodelada, mediadas pelo PDGF e quimiocinas. Na 

sequência, as células endoteliais proliferam, e favorecem o desenvolvimento do 

tumor (YANG  et al., 2017c). 

Atualmente, a inibição da angiogênese tornou-se um alvo importante no 

tratamento do câncer. Os tratamentos antiangiogênicos baseiam-se na inibição da 

neovascularização por bloqueio da interação entre o VEGF e outros fatores de 

crescimento envolvidos, com seus receptores específicos. No entanto, cada estágio 

da angiogênese e os fatores de sinalização relevantes nesse processo podem se 

tornar potenciais alvos terapêuticos. Atualmente, os inibidores disponíveis incluem: 

anticorpos anti-VEGF, receptores de VEGF solúveis que objetivam bloquear o VEGF 

circulante, e os inibidores da tirosina quinase (KAZEMI-LOMEDASHT et al., 2017).  

Vários agentes antiangiogênicos foram aprovados pela FDA para o 

tratamento do câncer, como os inibidores da tirosina quinase: sorafenibe e 

sunitinibe, visando os receptores de VEGF; o Aflibercepte (VEGF-TrapR1R2) que é 

um receptor solúvel que bloqueia o VEGF circulante; e o bevacizumabe, um 
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anticorpo monoclonal anti-VEGF. Esses fármacos podem inibir a proliferação de 

células endoteliais sem influenciar outras fases da angiogênese (KAZEMI-

LOMEDASHT et al., 2017). 

Embora o bevacizumabe seja clinicamente eficaz e muito utilizado para o 

tratamento de pacientes com vários tipos de neoplasias, ele tem complicações 

frequentes que são relacionadas à inibição da sinalização de VEGF em células 

endoteliais normais, que expressam altos níveis de seus receptores. Desta forma, o 

tratamento com este fármaco está associado a efeitos colaterais graves como: 

sangramento, proteinúria, hipertensão, perfuração gastrointestinal e acidente 

vascular cerebral (KONG et al., 2017). 

Outra problemática relacionada à terapia antiangiogênica, refere-se ao 

desenvolvimento de resistência que pode ser por diferentes mecanismos e, inclui: 

ativação de vias alternativas de sinalização pró-angiogênicas, atração de promotores 

da angiogênese e melhora da integridade vascular pela cobertura aprimorada por 

pericitos. Desta forma, um avanço no tratamento com antiangiogênicos consiste na 

administração desses fármacos em combinação com drogas citotóxicas, geralmente, 

em doses regulares e frequentes, reduzindo acentuadamente o intervalo entre os 

tratamentos (MANDER; FINNIE, 2018). 

Diante do exposto, a identificação de novos alvos terapêuticos 

antiangiogênicos e o desenvolvimento de novos fármacos como tratamentos 

alternativos ou combinados com fármacos existentes, bem como, a compreensão 

das vias moleculares envolvidas na comunicação entre as células tumorais e as 

células do seu microambiente são fundamentais para a terapia do câncer com foco 

na melhora da qualidade de vida e sobrevida de indivíduos acometidos com a 

doença (WROBLEWSKI et al., 2017).  

Durante muitos anos, estudos e pesquisas relacionadas ao câncer foram 

limitados apenas às células tumorais, ignorando o ambiente criado pelo tumor, 

sendo até então, caracterizado como processo celular autônomo. No entanto, os 

tumores foram identificados como estruturas heterogêneas, constituídos por um 

número variado de componentes celulares e não celulares que são cruciais para o 

processo tumorigênico (NGABIRE; KIM, 2017).  

O microambiente tumoral consiste em vários tipos celulares, tais como, 

células-tronco tumorais, células do estroma que incluem fibroblastos, macrófagos, 
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linfócitos, neutrófilos, mastócitos, células derivadas da medula óssea, endotélio 

vascular e linfóide, pericitos, células musculares lisas; bem como componentes não 

celulares, a exemplo de nervos, enzimas de degradação e remodelação, e proteínas 

da matriz extracelular (Figura 3) (HANSEN; COLEMAN; SOOD, 2016; LOIZZI et al., 

2017; PRALL et al., 2017). Essas células inseridas no microambiente tumoral 

interagem entre si, e formam redes de comunicações intrínsecas promovendo 

alterações em suas características que são cruciais para o desenvolvimento do 

câncer (NAITO et al., 2017). 

No entanto, a composição exata do microambiente tumoral é variável de 

acordo com o tecido. Alguns tipos de células, tais como, fibroblastos e células 

endoteliais constituem parte do parênquima tecidual antes do início da 

tumorigênese. E em consequência da resposta imune/inflamatória, várias dessas 

células são recrutadas de locais distantes, moduladas por fatores humorais, como 

fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (MUNTIMADUGU; KOMMINENI; 

KHAN, 2017).  

 

Figura 3. Ilustração do microambiente tumoral 

            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MUNTIMADUGU; KOMMINENI; KHAN, 2017. 

 

Portanto, a inflamação crônica, que é caracterizada como resposta de defesa 

do sistema imunológico em um período de tempo prolongado, tem sido 
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cardiovasculares, pulmonares, neurológicas, diabetes e câncer. Em alusão ao 

câncer, aproximadamente 25% dos casos estão relacionados a essa condição, com 

consequente ativação dos estágios da carcinogênese (NETEA et al., 2017; LEE et 

al., 2017a).  

Nesse contexto, existem três principais perfis de linfócitos T auxiliares (T 

helper, Th) envolvidos, que podem ser classificados de acordo com o tipo de 

citocinas que secretam e a resposta que induzem, são eles: Th1, em sua maioria, 

citocinas pró-inflamatórias (Interferon - INF-, fator de necrose tumoral alfa - TNF-α 

e algumas interleucinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-6, IL-7), Th2, compreende as 

citocinas com carater anti-inflamatório (IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) e Th17 (IL-17) 

(LEE et al., 2017b; PRAJEETH et al., 2017).  

Dados atuais relacionados a essas moléculas descrevem um efeito dual de 

sua ação em resposta a progressão e inibição do tumor que depende da 

plasticidade das células imunes, do fenótipo no microambiente inflamatório do tumor 

e de seus fatores secretores, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e 

enzimas proteolíticas. Desta forma, as IL-1 (IL-1α e IL-1β, principais tipos), 

constituem uma das citocinas mais abundantes e influentes no microambiente 

tumoral. As IL-1α produzidas por macrófagos e mastócitos associados ao tumor, por 

exemplo, exercem seus efeitos antitumorais em decorrência da sua capacidade de 

ativar e direcionar células imunes inatas e adaptativas que podem inibir a 

progressão do tumor por estimular, principalmente a fagocitose (SHRIHARI, 2017; 

MALIK; KANNEGANTI, 2018).  

Em relação a IL-1β, reconhecida por ser uma citocina do perfil Th1, com 

atividade citotóxica sobre as células tumorais, também apresenta vários efeitos pró-

tumorais, uma vez que, está envolvida em todas as fases da tumorigênese, tais 

como, progressão e invasão tumoral. A atividade pró-tumoral dessa molécula no 

microambiente do tumor decorre, principalmente, da capacidade de induzir 

hematopoese, inflamação e controle da resposta imune. IL-1β extracelular age direta 

ou indiretamente induzindo uma cascata de outros genes pró-inflamatórios, tais 

como, a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), quimiocinas/citocinas, 

metaloproteinases de matriz e ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2) em diferentes células 

que contribuem para a invasão tumoral, uma vez que previne a ativação e 

maturação de células apresentadoras de antígenos no tumor, envolvidas na 
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regulação positiva da carcinogênese, crescimento tumoral, invasão e metástase 

(APTE; VORONOV, 2017; MANTOVANI; BARAJON; GARLANDA, 2018).  

A citocina pró-inflamatória TNF-α, induzida em resposta a vários processos 

patológicos, incluindo cânceres, infecções e inflamações, é produzida 

principalmente, por macrófagos, linfócitos, células dendríticas e mastócitos. Em nível 

molecular, os efeitos do TNF-α dependem da ligação ao receptor específico do TNF-

α (TNF-R) I e II e subsequente sinalização intracelular através do fator nuclear-B 

(NF-B) e das vias da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK). Os três 

principais tipos de MAPK, a quinase 1/2 (ERK1/2) regulada por sinais extracelulares, 

a MAPK p38 e quinase N-terminal c-Jun (JNK), regulam a expressão gênica pela 

fosforilação de quinases (CHEN et al., 2016; KIM et al., 2018).  

Esta citocina pró-inflamatória pode inibir a proliferação de tumores 

promovendo a apoptose, no entanto, também pode ser considerado um agente pró-

tumorigênico, uma vez que induz potentes efeitos angiogênicos que estimulam 

crescimento tumoral e metástase (BARBOSA et al., 2018). 

Em relação as quimiocinas, essas podem ser classificadas principalmente em 

dois grupos de acordo com a posição dos resíduos de cisteína na sequência 

primária de aminoácidos, –CXC (ou α-quimiocina) e CC (ou β-quimiocina). As 

quimiocinas são críticas para a resposta inflamatória e são secretadas para recrutar 

células do sistema imunológico em resposta à infecção viral e distúrbios alérgicos, e 

ainda, podem estar envolvidas na modulação da migração de células normais. No 

entanto, também foi observado que as quimiocinas estão relacionadas com a 

iniciação ou progressão de uma variedade de tumores (WANG et al., 2017a).  

O padrão de quimiocinas expressas no local do tumor desempenha um papel 

vital na orientação e diferenciação de fagócitos de macrófagos, que modulam a 

adequação do microambiente tumoral para a progressão do câncer. A quimiocina 

pró-inflamatória CCL2, também conhecida como proteína quimiotática de monócitos-

1 (MCP-1), cuja atividade é mediada pela ligação ao receptor CCR2, recruta 

diferentes subconjuntos de células mieloides que contribuem para a proliferação de 

células tumorais, favorecendo o microambiente inflamatório do tumor, uma vez que é 

uma das quimiocinas mais abundantes nesse microambiente, e contribui ainda, para 

a evasão da resposta imune, angiogênese e metástase. Desta forma, é importante 

ressaltar que o bloqueio de CCL2 mostrou um impacto terapêutico eficaz em 
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modelos de câncer pré-clínico, a exemplo do câncer de próstata, nos quais 

anticorpos neutralizantes contra CCL2 atenuaram 96% da carga tumoral in vivo 

(LUBOWICKA et al., 2018; CHEN et al., 2018; YU et al., 2018). 

Em relação as citocinas anti-inflamatórias, a IL-4 é uma das citocinas mais 

importantes do sistema imunológico, tendo seus níveis aumentados em vários tipos 

de cânceres primários e metastáticos, uma vez que exerce importante atividade na 

progressão tumoral. Evidências clínicas mostram que a ligação de IL-4 ao receptor 

IL-4 de Tipo II (IL-4Rα), encontrado em células não linfóides, inicia uma cascata de 

sinalização que ativa a via JAK/STAT (particularmente STAT6), bem como MAPK e 

as funções de sobrevivência celular de Akt, desta forma, a consequência bioquímica 

da ativação desse receptor é o aumento da expressão de proteínas anti-apoptóticas 

que podem contribuir para aumentar a proliferação celular e a res  istência à 

terapia do câncer (LIU et al., 2017). Diante do exposto, foi evidenciado também, que 

o bloqueio da sinalização de IL-4 pode retardar significativamente a proliferação de 

células cancerígenas (ITO et al., 2017). 

Por outro lado, a IL-4 também é descrita por sua atividade antitumoral, 

caracterizando o seu efeito dual, mediante a regulação da resposta imune 

antitumoral (ALIZADEH et al., 2018). Este efeito está relacionado a infiltração de 

eosinófilos e macrófagos induzidos por TNF-α e IL-1β no tumor (MERHEB; ABDEL-

MASSIH; KARAM, 2019).  

Em relação a IL-10, produzida por todas as células imunes, incluindo 

monócitos, macrófagos, mastócitos, granulócitos, linfócitos T e B, células 

dendríticas, queratinócitos e também, por células tumorais, é bem descrito que essa 

citocina apresenta importante atividade anti-inflamatória e/ou antitumoral mediada 

pela imunossupressão das células tumorais, decorrente do aumento da proliferação 

de células B e produção de anticorpos, bem como, pela inibição de NF-b, inibição 

da produção de TNF-α, IL-6 e IL-12, e ainda por inibir a liberação de citocinas Th1. 

Foi identificado também que a produção de IL-10 a partir de células T reguladoras 

(Tregs) CD25, regula a infecção crônica e a resposta imune, evitando assim, o 

câncer induzido por inflamação (SHRIHARI, 2017; LENART et al., 2017).  

No entanto, a literatura também discorre sobre a capacidade de IL-10 induzir 

a progressão tumoral por inibir a apoptose de células tumorais e estimular a 

proliferação celular, além de aumentar a suceptibilidade a metástases, por meio da 
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conversão de macrófagos associados ao tumor ao fenótipo M2 que são as células 

predominantes nos tumores (FOGUER et al., 2016). 

As células Th17 produtoras de IL-17 não secretam moléculas citotóxicas, mas 

recrutam células de defesa específicas, tais como, células T CD4+ e T CD8+ que são 

responsáveis pela produção de INF-, células NK e células dendríticas (células 

apresentadoras de antígenos) para o microambiente tumoral, induzindo atividade 

antitumoral. Ao mesmo tempo, estudos recentes mostraram que a IL-17 ao atingir o 

estroma é capaz de promover a angiogênese tumoral pela produção de VEGF, efeito 

que pode promover o crescimento do tumor (NAGARSHETH; WICHA; ZOU, 2017). 

Outra possibilidade do seu envolvimento na progressão tumoral baseia-se na 

ativação de receptores específicos tipo A (IL-17RA), ativando ERK, p38 MAPK e a 

sinalização mediada por NF-κB que promove a proliferação de células epiteliais 

tumorigênicas (WANG, 2017a). 

No microambiente tumoral, os macrófagos possuem dois fenótipos principais, 

tipo 1 (ACM) que são macrófagos classicamente ativados e o tipo 2 (AAM) que são 

alternativamente ativados, ambos desempenham importante papel na tumorigênese 

mediante regulação de várias funções, como adesão celular, apoptose e 

senescência. Foi observado que os macrófagos ACM agem no processo inicial da 

tumorigênese, exercendo efeitos antitumorais por meio da liberação de quimiocinas 

CXCL9 e CXCL10 e recrutamento de linfócitos Th1 que secretam TNF-α, induzindo 

atividade antitumoral ao aumentar a produção de IL-2 e IL-12 e por diminuir a 

produção de IL-10. Por outro lado, os macrófagos AAM são células predominantes 

nos tumores já estabelecidos, sendo estimulados por IL-4 e IL-10 que também são 

produzidos pelas próprias células tumorais, criando um microambiente 

imunossupressor que permite a progressão tumoral.  Além disso, a diminuição da 

relação dos macrófagos ACM/AM também pode influenciar a sobrevivência do tumor 

(MATEU-JIMENEZ et al., 2017; SHRIHARI, 2017). 

Desta forma, o equilíbrio entre sinais pró e anti-inflamatórios fornecidos por 

diferentes populações de células T são essenciais para a manutenção da fisiologia 

normal, bem como para a supressão do desenvolvimento do câncer. As células 

tumorais raramente encontram um ambiente uniforme, na maioria das vezes, eles 

têm que lidar com um microambiente químico emaranhado onde a quimiotaxia é 
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guiada por gradientes de concentração de quimiocinas e fatores de crescimento 

(AHN et al., 2017). 

As células do estroma e o microambiente tumoral modulam a sensibilidade do 

tumor, afetando a sinalização das células tumorais, a proliferação e a resistência aos 

medicamentos, uma vez que o crescimento tumoral está associado à alteração 

mecânica no microambiente incluindo aumento da rigidez da matriz e do fluxo de 

fluido intersticial. Desta forma, o microambiente tumoral limita a capacidade das 

drogas para permear o tecido tumoral e alcançar as células tumorais em 

concentração letal. Baseado na heterogeneidade do microambiente, gradientes de 

concentração de drogas e a proliferação celular, influenciam a sensibilidade das 

células tumorais à droga usada no tratamento, sendo considerada uma das causas 

de resistência às drogas anticancerígenas (MUNTIMADUGU; KOMMINENI; KHAN, 

2017).  

Em contraste com o tecido normal, o microambiente tumoral é caracterizado 

por anormalidades vasculares, hipóxia, má perfusão vascular, baixo pH e estados 

metabólicos alterados. Modulando essas propriedades do microambiente, os 

pesquisadores podem projetar sistemas eficientes para entrada dos fármacos no 

microambiente e células tumorais (MUNTIMADUGU; KOMMINENI; KHAN, 2017; 

AHN et al., 2017).  

Diante do exposto, fica claro que a elucidação das interações celulares 

complexas dentro do microambiente tumoral continua a ser um dos principais 

desafios no tratamento do câncer. Tornou-se cada vez mais reconhecido que o 

estudo do câncer não pode ser simplificado para coleções homogêneas de células 

neoplásicas, mas deve ser estudado como sistemas multicelulares complexos para 

refletir adequadamente as interações entre células malignas e não malignas (PRALL 

et al., 2017). 

 

 

2.3 Estresse oxidativo e o papel do óxido nítrico no contexto do câncer 

 

O estresse oxidativo é uma condição metabólica bem caracterizada, 

correlacionada com o desenvolvimento de enfermidades crônicas e/ou 
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degenerativas, a exemplo das doenças inflamatórias, cardiovasculares, endócrinas e 

oncológicas (SILVA; JASIULIONIS, 2014; CAMPOS; LEME, 2017). 

Por definição, estresse oxidativo/nitrosativo é o desequilíbrio entre a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS) e as defesas 

antioxidantes que são produzidas para neutralizar suas ações (Figura 4). Radicais 

livres, dentre estes, radicais superóxido (O2•-), hidroxila (HO•), oxigênio singlet (1O2), 

radical peroxila (LOO•) e peróxido de hidrogênio (H2O2), são moléculas químicas 

instáveis e altamente reativas que contém um ou mais elétrons não pareados, 

produzidos a partir de reações não enzimáticas de compostos orgânicos ou reações 

induzidas por agentes exógenos, como radiações ionizantes. Quando esses radicais 

livres e demais moléculas surgem em decorrência de reações oxidativas ou 

nitrosativas nos sistemas biológicos passam a ser denominados de ROS e RNS, 

podendo dar início a uma cascata de reações fisiológicas e patológicas. Importantes 

exemplos dessas reações incluem peroxidação lipídica, dano proteico e danos 

oxidativos em ácidos nucleicos (BETTERIDGE, 2000; HRYCAY, 2015; LUCIO et al., 

2018; HARDY et al, 2018). 

 

Figura 4. Representação do estresse oxidativo como desequilíbrio entre 

fatores pró-oxidantes (à esquerda) e antioxidantes (à direita). 

 

 

Fonte: LUCIO et al., 2018. 
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Originalmente considerado um subproduto simples da respiração mitocondrial 

e de outras vias metabólicas que incluem peroxissomos, citocromo P450 e 

monoamino oxidases, é agora bem entendido que as ROS podem ser geradas por 

várias fontes celulares endógenas de uma forma regulada. As principais entre essas 

são as NADPH oxidases (NOxes), uma família de complexos enzimáticos (NOX1-5 e 

DUOX1/2) que geram ROS (O2 e/ou H2O2) como seu principal produto de atividade 

enzimática (LITTLE et al., 2017). 

Embora a elevação transitória de ROS possa ser mediador de diversas 

doenças por causar danos oxidativos às membranas celulares e macromoléculas, a 

sua concentração em quantidades baixas é essencial e fisiologicamente benéfica ao 

organismo, desempenhando importante papel de defesa na sinalização celular e 

fagocitose (MINGORI et al., 2017). Em condições normais, a produção de espécies 

reativas durante o metabolismo aeróbico é regulada pelo sistema antioxidante, que 

age como sequestrador e neutralizador de espécies reativas. O sistema antioxidante 

é composto por dois tipos de barreiras, uma enzimática, constituída pelas enzimas 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase, glutarredoxinas, tiorredoxinas e 

catalase, e outra não enzimática, constituída, por exemplo, por glutationa reduzida 

(GSH), vitaminas e polifenois (TÖNNIES; TRUSHINA, 2017). 

No contexto do câncer, as células tumorais são tipicamente caracterizadas 

por quantidades elevadas de ROS em comparação com as células normais, 

alterando as vias de sinalização e os processos metabólicos, contribuindo, dessa 

forma, para a progressão do câncer (BRENNEISEN; REICHERT, 2018).  

Esse aumento está relacionado com a proliferação sustentada e o 

metabolismo elevado de células tumorais, permitindo que elas funcionem sob altos 

níveis de estresse oxidativo, expressando uma grande variedade de genes que 

respondem a altos níveis de ROS, sendo essencial para manter o crescimento, 

invasão, metástase, e ainda, conferindo alguma capacidade de resistência destas 

células ao tratamento quimioterápico (ZHANG et al., 2018).  

A contribuição de ROS no câncer é claramente muito complexa, e ocorre em 

todas fases da carcinogênese. Na fase de iniciação, por exemplo, as ROS podem 

contribuir para a instabilidade genômica induzindo dano oxidativo direto ao DNA 

provocando lesões mutagênicas que, se não forem reparadas, induzem a 

instabilidade genômica a qual favorece o início do desenvolvimento do tumor ou 
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podem promover a peroxidação lipídica que também pode gerar subprodutos 

mutagênicos, como malondialdeído ou 4-hidroxinonenal, causando danos ao DNA. 

ROS também provocam alterações epigenéticas, modificando a expressão gênica, 

as quais são capazes de ativar ou inativar as vias de sinalização celular que 

controlam a proliferação, migração, diferenciação ou sobrevivência, induzindo 

modificações pós-traducionais mediadas por reações redox específicas em alvos 

sensíveis, tais como, proteínas-cinases ou fosfatases (ROY et al., 2015; LITTLE et 

al., 2017). 

Na fase de promoção, o estresse oxidativo está envolvido na regulação da 

atividade de fatores transcricionais, tais como o fator nuclear kappa B (NF-κB) e a 

p53, os quais, em conjunto, controlam o crescimento celular e a oncogênese, o que 

culmina com o estímulo a proliferação sustentada e/ou inibição de apoptose. Ainda, 

o estresse oxidativo pode ativar a via do fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/AKT, o que 

pode resultar na inativação de proteínas pró-apoptóticas e na regulação de genes 

antiapoptóticos, uma vez que, a AKT fosforilada (p-AKT) desempenha um papel 

protetor nas células sob condições extremas, incluindo o estresse oxidativo 

(KATAKWAR; NAIK; MITTAL, 2016; ZHOU et al. 2016; GALADARI et al., 2017; 

YANG et al., 2017d).  

Por fim, na fase de progressão, ROS afetam diferentes vias de sinalização, 

incluindo fatores de crescimento e vias de mitose, controlando muitos processos 

celulares, incluindo proliferação e metástase. Ainda, o aumento dos níveis de bases 

de DNA modificadas por oxidação pode contribuir para a instabilidade genética e 

potencial metastático das células tumorais no câncer, efeito este, potencializado 

pelos efeitos angiogênicos de ROS, fundamentais para a metastização. Neste 

contexto, o aumento do estresse oxidativo causado por ROS pode reduzir a defesa 

antioxidante do organismo contra angiogênese e metástase em células 

cancerígenas que são os principais processos no desenvolvimento do câncer 

(NOURAZARIAN; KANGARI; SALMANINEJAD, 2014; KATAKWAR; NAIK; MITTAL, 

2016; CALAF et al., 2018). 

De forma mais específica, ROS podem mediar a apoptose por meio da 

regulação da expressão de várias proteínas pró-apoptóticas, tais como caspases, 

p21 e p53, e por meio da ativação de receptores para morte celular. A ativação da 

proteína p53 promove a parada do ciclo celular na fase G1, por meio da indução da 
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transcrição de p21, que é uma inibidora de cinase dependente de ciclina (CIRCU; 

AW, 2010; AL-SARAN et al., 2016). 

O óxido nítrico (•NO) é uma molécula sinalizadora gasosa e lipofílica de 

radical livre que regula numerosas condições fisiológicas e patológicas. A biologia do 

NO emergiu de duas importantes linhas de pesquisa, a primeira: através do fator 

relaxante derivado do endotélio, sendo importante para o processo de vasodilatação 

de células endoteliais e a segunda, a partir de estudos sobre o papel do NO na 

resposta imune a infecções e ao câncer (KHAZAN; HDAYATI, 2014; KITANO et al., 

2018).  

O NO é produzido por uma família de enzimas óxido nítrico sintase (NOS) a 

partir da conversão de um dos dois nitrogênios de L-arginina em L-citrulina na 

presença de O2 e dos co-fatores enzimáticos requeridos, tais como NADPH (Fosfato 

de Dinucleotídeo de Nicotinamida e Adenina), FAD (Dinucleotídeo de Flavina) e BH4 

(4-hidrobiopterina) (FORSTERMANN; SISSA, 2012; RAHAL, 2014). A óxido nítrico 

sintase (NOS) possui três isoformas: a endotelial (e-NOS ou NOS-3) e a neuronal (n-

NOS ou NOS1), que são formas constitutivas e dependentes do íon Ca+2 para sua 

ativação, e a forma induzível iNOS/NOS-2, isoforma independente de Ca+2, cuja 

expressão e ativação é estimulada em condições adversas na presença de 

mediadores envolvidos no processo inflamatório (KHAZAN; HDAYATI, 2014; 

SOMASUNDARAM et al., 2018). 

Altos níveis de NO induzem genotoxicidade e modificação de proteínas, e 

ainda neste contexto, foi identificado que níveis altos de NO também podem resultar 

em desaminação levando à transição de citosina em timina no DNA. Investigações 

posteriores mostraram que níveis ainda mais elevados, poderiam inibir sistemas 

específicos de reparo do DNA, particularmente aqueles que são dependentes de tiol, 

tais como as alquil transferases (SOMASUNDARAM et al., 2018). Assim, em altas 

concentrações, o NO induz dano ao DNA, apoptose e morte celular (CHOUDHARI et 

al., 2013; SINHA et al., 2018).  

No entanto, o NO apresenta um efeito dual em relação ao câncer, uma vez 

que modula diferentes eventos relacionados ao tumor. Esses efeitos dependem da 

concentração de NO, do microambiente e do ciclo celular no tumor, e ainda, do 

estado redox e do tempo de exposição (MOCELLIN; BRONTE; NITTI, 2007; BAZAK 

et al., 2017). 
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Desta forma, uma série de estudos sugerem ainda, que a exposição contínua 

a concentrações de NO que variam de moderadas a altas, produzidas pela iNOS, 

promove a transformação neoplásica e o início do tumor. Eses efeitos estão 

relacionados a evasão de apoptose, aumento da proliferação celular, aumento da 

inflamação e resistência imune, resistência quimioterápica e angiogênese 

(BASUDHAR et al., 2017; DAVILA-GONZALEZ; CHANG; BILLIAR, 2017; WANG et 

al., 2018b).  

Em relação a angiogênese tumoral induzida pelo NO, esse processo ocorre 

mediante regulação positiva do VEGF, onde a neovascularização induzida por VEGF 

pode aumentar a capacidade metastática dos tumores. Ainda, o NO aumenta o fluxo 

sanguíneo do tumor e promove a angiogênese, o que poderia explicar a correlação 

positiva entre a biossíntese do NO e o grau de malignidade. Embora vários relatos 

abordem os efeitos pró tumorais do NO, poucos demonstram o papel contrastante 

do NO na mediação da regressão tumoral. Desta forma, tem sido sugerido que as 

concentrações de NO encontradas nos tumores são insuficientes para produzir 

apoptose e outros efeitos tumoricidas e provavelmente favorecem a angiogênese e a 

disseminação do tumor (MUNDER, 2009; VAHORA et al., 2016; AVTANDILYAN et 

al., 2018). 

 

 

2.4  Considerações Gerais sobre a dor 

 

A dor é uma experiência complexa envolvendo componentes sensoriais, 

cognitivos e motivacionais que, de acordo com a Associação Internacional para o 

Estudo da Dor (International Association for the Study of Pain – IASP), está 

associada a lesões teciduais reais ou potenciais, ou descrita nos termos dessa lesão 

(SANTOS et al., 2015; BASTUJI et al., 2018).  

A dor é um dos sintomas mais temidos e onerosos associados ao câncer e 

seu tratamento. Está diretamente relacionado à má qualidade de vida destes 

pacientes e é caracterizado pela presença de hiperalgesia (aumento da 

sensibilidade à dor), alodinia (dor em resposta a estímulos não nocivos) e/ou dor 

espontânea. Comumente, é a causa mais frequente de incapacidade desses 

pacientes. Além disso, pacientes afirmam que no câncer a dor aumenta ao longo 
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dos anos, acompanhando a sobrevida e sendo classificada como dor moderada a 

grave e muito grave (CALIXTO-CAMPOS et al., 2013; STEPHENSON et al., 2018). 

Estimativas meta-analíticas demonstram que a dor é experimentada por 58 -

75% dos pacientes com câncer avançado, metastático ou terminal e pode ser 

causada por complicações associadas ao tumor ou relacionadas ao próprio 

tratamento, o que inclui procedimentos invasivos e protocolos antitumorais 

farmacológicos (VAN et al., 2016; VON et al., 2017; SHEN et al., 2017; 

STEPHENSON et al., 2018).   

Embora a dor refira-se à experiência subjetiva de dano real ou iminente, a 

nocicepção se refere à codificação neural de dano tissular (isto é, estimulação 

nociva), a qual o sistema nervoso autônomo (SNA) é notavelmente responsivo, 

demonstrando efeitos generalizados através de modalidades de estímulo (calor, 

elétrico e pressão) com resultados fisiológicos que incluem reatividade 

cardiovascular, respiração, condutância da pele e dilatação da pupila. Normalmente, 

a estimulação nociceptiva conduz à dor, no entanto, pesquisas farmacológicas e de 

lesões cerebrais mostram que uma pode existir independente da outra (LOESER; 

TREEDE, 2008; MISCHKOWSK et al., 2018). 

Fisiologicamente, o processamento doloroso ocorre por meio do sistema 

nociceptivo, a via na qual os estímulos nocivos são enviados ao cérebro, 

evidenciando mecanismos periféricos e centrais, como a transdução, transmissão, 

modulação e percepção de sinais neurais gerados em resposta a um estímulo 

nocivo externo. Este processamento doloroso ocorre por complexas atividades 

neuronais dos sistemas nervosos, periférico e central, que são detectados, 

inicialmente, no sistema somatossensorial. Desta forma, um determinado número de 

receptores de sinalização recebe a informação externa e compartilham esta 

informação dolorosa através dos neurônios aferentes primários, sendo este 

processo denominado de transdução nociceptiva (FERREIRA et al., 2009; BRADESI 

et al., 2010; KUAN; SHYU, 2016). 

De acordo com a Sociedade Brasileira de Estudos em Dor (SBED), a dor 

pode ser classificada de diversas formas ao levar em consideração o tempo em que 

ela se manifesta. Além disso, ela pode ser caracterizada também pela intensidade e 

sobrecarga emocional do paciente. Dentre as várias classificações, as mais 
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importantes dividem a dor em relação ao tempo de permanência, caracterizando-a 

em dor aguda ou crônica (HENSCHKE; KAMPER; MAHER, 2015). 

A dor aguda é aquela que aparece a partir de um trauma ou inflamação de 

tecidos moles e possui período de duração relativamente curto. A sensação de dor é 

desencadeada pela ativação de nociceptores presentes no local lesionado, 

estimulando terminações nervosas de fibras mielinizadas finas ou amielínicas, 

normalmente sendo de curta duração e limitada à área afetada, desaparecendo com 

a eliminação do estímulo nocivo. Ocorrem dois fenômenos de sensibilização na dor 

aguda, um central (excitabilidade sináptica prolongada e aumentada) e outro 

periférico (ativação de nociceptores à distância e limiar local diminuído). No entanto, 

em decorrência da ativação de várias vias neuronais de modo prolongado, o caráter 

da dor pode modificar e a dor aguda torna-se crônica (SALLUM; GARCIA; 

SANCHES, 2012; GIACOMELL et al., 2018). 

A dor é considerada crônica quando sua permanência é superior a três ou 

seis meses podendo se manifestar por meio de mecanismos externos ou podendo 

surgir espontaneamente. De acordo com o mecanismo fisiopatológico, a dor 

persistente ou crônica pode ser classificada em nociceptiva, neuropática e 

inflamatória (KLAUMANN, 2008; CAMPOS; FERREIRA; DE MORAIS, 2018). 

Sendo assim, a dor nociceptiva resulta da ativação fisiológica dos 

nociceptores (térmico, químico ou mecânico) por lesão tecidual real ou potencial e 

funciona como alerta, caracterizando um efeito ―benéfico‖ na proteção do organismo, 

mediante um estímulo externo potencialmente prejudicial e ainda estímulos internos, 

caracterizando-a como uma dor aguda e momentânea (SANCHEZ; ANDRADE; 

PARIZOTTO, 2018). 

A dor neuropática é causada por lesão ou doença que acomete o sistema 

somatossensorial. Pode ser classificada de acordo com sua causa intrínseca ou pelo 

local da lesão nervosa em central ou periférica (BARON et al.,2017). É caracterizada 

clinicamente como dor contínua, lacerante, de intensidade moderada a intensa, com 

sensação de agulhadas, presença de formigamento, dormência e queimação. Está 

localizada preferencialmente nas extremidades, de forma simétrica e bilateral, com 

alterações de sensibilidade local (TREEDE et al., 2008; FRANCO et al., 2011; 

AGUIAR; RAMOS; BICHARA, 2018). 



                                                                                                                                                    MANGUEIRA, V.M. 
 

45 
 

 A fisiopatologia da dor neuropática não está completamente esclarecida, no 

entanto, alterações como sensibilização de receptores periféricos e de células de 

projeção central, excitação cruzada entre os neurônios decorrente do dano à 

mielina, bem como atividade anormal das unidades de processamento central da 

aferência sensitiva, têm sido descritas como mecanismos importantes envolvidos na 

gênese desse tipo de dor (SANCHEZ; ANDRADE; PARIZOTTO, 2018). 

A inflamação é caracterizada como uma resposta biológica natural, produzida 

pelos tecidos do nosso corpo em reação aos estímulos nocivos, a fim de erradicar as 

células necróticas e iniciar o processo de reparação tecidual. A inflamação pode 

levar a três respostas principais: hiperalgesia, alodinia e dor mantida simpática. A 

dor inflamatória é causada pela ativação e sensibilização dos neurônios aferentes 

primários e perda duradoura da função. A dor inflamatória aguda é iniciada como 

uma resposta a estímulos nocivos que são normalmente mediados pelas fibras Aδ. 

No entanto, a dor inflamatória crônica dura além do período esperado de 

cicatrização e é tipicamente mediada por fibras C (BASBAUM et al., 2009; YOO et 

al., 2011; YAM et al., 2018). 

A dor inflamatória leva ao desenvolvimento de sensibilização central que 

corresponde a uma modificação no estado funcional dos neurônios em vias 

nociceptivas por todo o neuroeixo, causada pelo aumento na excitabilidade da 

membrana, da eficácia sináptica ou pela redução da inibição sobre este sistema 

(ASHMAWI; FREIRE, 2016; VARDEH; NARANJO, 2017). Durante o processo de 

inflamação, alguns mediadores inflamatórios químicos que incluem 5-

hidroxitriptamina (5-HT), cininas, histamina, fatores de crescimento nervoso, 

adenosina trifosfato (ATP), prostaglandinas, glutamato, leucotrienos, óxido nítrico, e 

prótons são produzidos a partir dos tecidos necróticos e interagem para ativar os 

nociceptores dentro da área inflamada (YAM et al., 2018; COOK et al. 2018). 

A dor geralmente é controlada pela utilização de analgésicos, e sabe-se que 

os benefícios causados pelo tratamento da dor superam os possíveis riscos 

associados com a administração dessa classe de fármacos. Desta forma, a 

analgesia pode ser considerada clinicamente como a redução da dor percebida 

(VALADÃO; DUQUE; FARIAS, 2002; ALEIXO et al., 2017). Dentre as principais 

classes de fármacos utilizados para controlar a dor, encontram-se: analgésicos 

periféricos e os de ação central (SANTOS et al., 2017). 
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Os analgésicos periféricos, também conhecidos por analgésicos não-opioides, 

são representados pelos anti-inflamatórios não-esteroidais (AINES). O principal 

mecanismo de ação dos AINES é a redução da biossíntese das prostaglandinas 

(PGs) pela inibição da atividade das enzimas ciclo-oxigenases (COX) no local de 

lesão. A produção de prostaglandinas é catalisada por duas isoenzimas COX, 

comumente referidas como COX-1 e COX-2. A COX-1 é constitutivamente expressa 

em muitos tecidos e considera-se que seus produtos metabólicos estão envolvidos 

nas funções celulares. Em contraste com a COX-1, a expressão de COX-2 é 

altamente indutível por vários mediadores inflamatórios e mitógenos (BERNARDI et 

al., 2006; STOLFI et al, 2013; SU; O´CONNOR, 2013; MOZOLEWSKI et al., 2018).  

Os analgésicos de ação central ou opioides representam uma classe variada 

de drogas que podem ser naturais e/ou semi-sintéticos, por exemplo, morfina e 

codeína, opioides sintéticos (oxicodona, hidromorfina) e opioides ilícitos (como a 

heroína). Esses fármacos apresentam características químicas e estruturais que 

conferem afinidade de ligação e atividade intrínseca (eficácia) ao receptor opioide 

mü (μ) que está acoplado à proteína G (PERGOLIZZI JR et al., 2018). 

Os analgésicos opioides atuam em três tipos de receptores, sendo estes 

acoplados a proteína G inibitória, e que estão presentes no sistema nervoso central 

(SNC), são eles: receptor peptídico opioide mú (μ), subdividido em μ 1, μ 2 e μ 3 e 

encontrados no tronco cerebral e no tálamo; receptor peptídico opioide delta,  

encontrado no cérebro; e receptor peptídico opioide kappa, localizado no sistema 

límbico, tronco cerebral e medula espinhal. O receptor μ opioide é foco nos estudos 

de dor, pois sua ativação é necessária para a ação da maioria dos analgésicos 

potentes (FIELDS, 2007; WIFFEN, 2017; BEZERRA et al., 2018). 

O uso crônico dos analgésicos opioides para o tratamento da dor moderada e 

severa de muitas etiologias, e seu uso indiscriminado tem sido uma das principais 

causas do desenvolvimento de hiperalgesia (LIANG; LI; CLARK, 2013; STREICHER; 

BILSKY, 2017). Apesar da sua eficácia e potência analgésica, altas e repetidas 

doses de opioides, podem resultar no aumento de sensibilidade à dor, chamada de 

hiperalgesia induzida por opioides ou hiperalgesia paradoxal, mediada por diversas 

vias que possuem ação pró-nociceptiva, além de induzir tolerância, náuseas e 

vômito, constipação e depressão respiratória (SALPETER; BUCHLEY; BRUERA, 

2013; CORDER et al., 2018). A morfina e outros fármacos da classe opioide que 
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possuem atuação em receptores μ, também podem estar associados a esta 

síndrome (XU et al., 2018). 

A morfina é o fármaco referência dos analgésicos opioides, produz adequada 

analgesia pela alta afinidade com o receptor μ e é considerado o analgésico de 

eleição para o tratamento da dor grave. No entanto, diante de tantos efeitos 

colaterais, a elucidação de mecanismos neurais subjacentes aos efeitos opioides é 

urgentemente necessária para desenvolver terapias adjuvantes inovadoras que 

dissociam a analgesia opioide dos efeitos colaterais (MATHEWS et al. 2014; 

BECKMANN et al., 2018). 

 

 

2.5 Farmacoterapia do câncer 

 

Diante da caracterização de seus marcadores e compreensão cada vez mais 

detalhada de alguns dos seus mecanismos moleculares, o desenvolvimento e a 

pesquisa de novas terapias para o tratamento do câncer tem sido contínuo. A busca 

por novas terapias é baseada, especialmente, em fármacos que maximizem os 

efeitos em células neoplásicas com menor toxicidade e redução de efeitos adversos, 

ou seja, que sejam mais seletivos (ALAPATI et al., 2012; KATT et al., 2016). 

O diagnóstico precoce, juntamente com tratamentos eficazes, melhora o 

prognóstico do paciente, aumentando as possibilidades de cura e sobrevida (JESUS 

et al., 2016). O tratamento do câncer é focado principalmente em três modalidades, 

utilizadas isoladamente ou em combinação, que compreendem cirurgia, 

quimioterapia e radiação. Todavia, eles apresentam muitas desvantagens em 

relação aos efeitos colaterais deletérios nas células sadias, caracterizado pela falta 

de especificidade, baixa taxa de sucesso e alto risco de recorrência (SALEM et al., 

2016).  

Apesar da falta de especificidade e mecanismos de resistência desenvolvidos 

pelo tumor, a quimioterapia convencional continua sendo a principal abordagem no 

tratamento antineoplásico. Sua ação ocorre por meio da utilização de compostos 

químicos, chamados de quimioterápicos e baseia-se na utilização da dose máxima 

tolerada pelo paciente que é considerada como não específica, podendo provocar 

danos em tecidos neoplásicos e sadios como, por exemplo, medula óssea e epitélio 
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intestinal, pois esses fármacos atuam em células de rápida divisão mitótica 

(BARROS; REPETTI, 2015; GRAPEGIA; LIMA, 2017). 

As principais classes de quimioterápicos incluem: agentes alquilantes, 

antimetabólitos e produtos naturais. Os agentes alquilantes constituem a classe 

mais antiga de fármacos anticancerígenos, e seu mecanismo de ação envolve a 

destruição das células tumorais por interação química com a molécula de DNA em 

todas as fases do ciclo celular de forma inespecífica. Dentre alguns exemplos, estão 

os complexos de coordenação de platina, como a cisplatina, amplamente utilizada e 

eficaz, no entanto, sua dose é limitada pela indução de efeitos colaterais graves 

como: neurotoxicidade, mielossupressão e nefrotoxicidade aguda. Ainda, são 

também agentes alquilantes as mostardas nitrogenadas, como a ciclofosfamida, que 

é utilizada sozinha ou em combinação com outros fármacos para tratar diversos 

tipos de tumores (ALI et al., 2017; RAHMAN et al., 2017; LIANG et al., 2017). 

Os agentes antimetabólitos exercem seus efeitos por inibirem a síntese dos 

componentes essenciais do DNA e RNA, sendo sua ação restrita à fase S do ciclo 

celular. Seus principais representantes compreendem: o metotrexato, análogo do 

ácido fólico, inibidor da enzima dihidrofolato redutase e considerado um dos 

medicamentos citotóxicos mais utilizados no tratamento de leucemia, linfoma e 

câncer de mama (BISWAL; VERMA, 2009; KMIECIK et al., 2017); e o 5-fluorouracil 

(5-FU), análogo da pirimidina, inibidor da enzima timidilato sintase, sendo utilizado 

no tratamento do câncer de mama, bem como, em câncer de células epiteliais, a 

exemplo da neoplasia escamosa da superfície ocular (tumor comum da córnea) por 

meio de uso tópico (PLOTNIK et al., 2012; PARROZZANI et al., 2016). 

Dentre os derivados de produtos naturais, podem ser citados os alcaloides 

da vinca (vincristina, vinblastina e vinorelbina) que atuam mediante ligação às β-

tubulinas intracelulares, inibindo a divisão celular por bloqueio da mitose e também 

por inibir a purina durante a síntese de RNA (LEE et al., 2015); e as 

epipodofilotoxinas (etoposídeo, teniposídeo), usados principalmente no tratamento 

de tumores hematológicos, cujo mecanismo se dá pela inibição da enzima 

topoisomerase II e bloqueio das células nas fases S e G2 do ciclo celular 

(BERRETTA et al., 2016).  

Baseadas nesse contexto, as pesquisas demonstram que a análise molecular 

do câncer permite identificar estratégias clínicas cada vez mais promissoras para a 
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intervenção terapêutica contra neoplasias, visando reduzir a toxicidade em células 

não tumorais e maximizar os efeitos farmacológicos em células neoplásicas (SHENG 

et al., 2015; SALEM et al., 2016; BURSTEIN et al., 2017; DENKERT et al., 2017). O 

principal objetivo dessas estratégias é direcionar o fármaco para as células alvo 

(células tumorais), e dentre elas, podem ser citadas a terapia alvo, a imunoterapia e 

a hormonioterapia.  

A terapia alvo é caracterizada principalmente por anticorpos monoclonais, 

fármacos antiangiogênicos (que também são anticorpos monoclonais) e inibidores 

de tirosina cinase (ITQ). Os anticorpos monoclonais (rituximabe) são 

imunoglobulinas com alta especificidade contra células neoplásicas a partir da 

identificação de antígenos tumorais (antígeno CD20, específico do rituximabe) e 

células T reativas ao tumor e consiste, em uma das principais opções para 

intervenção terapêutica direcionada (BURSTEIN et al., 2017; SALEM et al., 2016; 

DENKERT et al., 2017; CATALDI et al., 2017).  

Os fármacos antiangiogênicos, a exemplo do bevacizumabe, direcionado 

contra o Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF), atuam inibindo a 

formação de novos vasos sanguíneos para nutrição do tumor e são utilizados no 

tratamento de câncer metastático de pulmão, mama, rins e coloretal (GIULIANO; 

PAGÈS, 2013; GRAPEGIA; LIMA, 2017). E em relação aos ITQ, utilizado como uma 

das principais indicações no tratamento do câncer de pulmão de não pequenas 

células, incluem fármacos que têm como alvo as mutações do receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR), a exemplo: afatinibe, gefitinibe, erlotinibe, icotinibe 

e osimertinibe, entre outros (LIANG et al., 2017). 

A imunoterapia envolve abordagens que melhoram o sistema imunológico 

suprimido do paciente, de modo que, o torna eficaz contra as células antitumorais. 

Exemplos incluem bloqueadores do ponto de controle imune, vacinas e terapias 

baseadas em células com antígenos específicos (VENTOLA, 2017). No entanto, 

essas abordagens não conseguem atingir a eficiência ideal contra o tumor, isso 

porque eles exigem a identificação específica de antígenos tumorais e células T 

reativas, que não estão disponíveis ou não foram identificadas em grande parte das 

neoplasias (SALEM et al., 2016). 

E por fim, a hormonioterapia caracteriza-se pelo uso de hormônios e seus 

antagonistas, a exemplo dos antiestrogênios (tamoxifeno) que atuam como 
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moduladores seletivos dos receptores de estrogénio por bloqueá-los em tecido 

mamário (reduzindo a proliferação do tumor), ou ativá-los (atuam como agonista 

parcial) em tecido ósseo (reprimindo a desmineralização óssea comum no pós-

menopausa). Portanto, o tamoxifeno constitui um dos principais tratamentos 

utilizados no câncer de mama em mulheres que não entraram na menopausa 

(GAJULAPALLI et al., 2016). 

Apesar da disponibilidade de inúmeras terapias, ainda há toxicidade elevada, 

bem como, é comum o desenvolvimento de resistência ao tratamento e dessa forma, 

torna-se evidente a necessidade de pesquisa contínua por um tratamento cada vez 

mais seguro e eficaz, uma vez que o desenvolvimento de novos fármacos com 

toxicidade cada vez mais reduzida para o tratamento das neoplasias é uma busca 

incessante da indústria farmacêutica e dos cientistas. 

 

 

2.6 Derivados acridínicos e o n’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-

cianoacetohidrazide 

 

Derivados acridínicos são moléculas caracterizadas pela presença de um 

sistema policíclico planar que apresenta dois anéis de benzeno fundidos a um anel 

de piridina no centro e um ou dois grupos substituintes. Os derivados de acridina são 

relevantes no campo de desenvolvimento de drogas quimioterápicas por dois 

motivos. Primeiro, a estrutura aromática tricíclica linear da acridina garante alta 

intercalação de DNA, interferindo assim, com as funções celulares. Segundo, 

modificações na estrutura química, como a cadeia lateral no anel da piridina, podem 

gerar inúmeros compostos com diferentes atividades biológicas (BARROS et al., 

2012; LAFAYETTE et al., 2013; FU et al., 2017; SILVA et al., 2018). 

De forma mais específica, o átomo de nitrogênio presente no anel central da 

estrutura tricíclica da acridina caracteriza-se como aceptor/doador de elétrons, fator 

que possibilita a interação com ácidos nucleicos de DNA e RNA, desempenhando 

mecanismo de ação farmacológica como intercalador com diversas atividades 

biológicas comprovadas, dentre essas, ação antibacteriana, antimalárica, 

antiprotozoária, antifúngica, antitripanossômica, leishmanicida, anti-inflamatória, 
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analgésica e antitumoral (CHEN et al., 2014; MANGUEIRA et al., 2017; ALBINO et 

al., 2018). 

O DNA é um significativo receptor celular, motivo pelo qual, muitos compostos 

químicos exercem seus efeitos antitumorais. A ligação de drogas ao DNA pode 

afetar a sua transcrição e a expressão da informação genética nas células, 

influenciando assim, na inibição do crescimento de células tumorais, que é a base 

da concepção de fármacos mais eficazes. Essa ação não se refere apenas a 

interação com o DNA, mas também com proteínas, especialmente algumas 

enzimas-chaves na proliferação celular, as topoisomerases (LAFAYETTE, 2016). 

A citotoxicidade da maioria das drogas à base de acridina é baseada na sua 

capacidade de suprimir a atividade das topoisomerases, estas são enzimas que 

desempenham papéis essenciais na replicação do DNA, na segregação dos 

cromossomos, na recombinação e regulação do superenovelamento do DNA. 

Existem duas possibilidades para um intercalante influenciar a atividade da 

topoisomerase e assim, suprimir a proliferação da célula: (a) por intercalação; o local 

de ligação da topoisomerase é ocupado e a formação do complexo entre a enzima e 

o DNA é dificultada; (b) ou pela formação de um complexo ternário entre o DNA, a 

topoisomerase e o intercalador, o qual é significativamente mais estável do que o 

complexo de DNA-topoisomerase (LIU et al., 2010; JANOVEC et al., 2011; 

PLSIKOVA et al., 2012; LAFAYETTE et al., 2013; POMMIER, 2013; SANDERSON et 

al., 2017).  

A topoisomerase II (TopII) é essencial para o gerenciamento de eventos no 

DNA e é classificada em dois subtipos: alfa (TopIIα) e beta (TopIIβ), formando homo-

dímero em condições fisiológicas. Como o TopIIβ é necessário para a função 

fisiológica normal, como a transcrição, e sua inibição resulta em efeitos adversos e 

até mesmo em cânceres secundários, TopIIα é o alvo farmacológico preferido e 

facilmente encontrada nas células cancerígenas de crescimento rápido (HAFFNER 

et al., 2010; THAKUR, 2011; SADER; WU, 2017). 

A amsacrina (m-AMSA), o derivado da acridina mais conhecido, foi o primeiro 

inibidor da topoisomerase II sintético aprovado para uso clínico. Ele ainda é usado 

no tratamento da leucemia aguda e Linfoma de Hodgkin e não-Hodgkin e cânceres 

de cabeça e pescoço, mas é ineficaz na maioria de tumores sólidos. No entanto, os 

efeitos colaterais, incluindo o alto risco de cardiotoxicidade, o desenvolvimento de 
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resistência e sua baixa biodisponibilidade e tempo de meia-vida curta, cerca de 20 a 

30 minutos, têm limitado seu uso. Esses fatores influenciaram os químicos sintéticos 

a modificarem estruturalmente este composto e produzirem diferentes derivados que 

têm mostrado importante atividade antitumoral (KETRON et al., 2012; ALMEIDA et 

al., 2015b; FANG et al., 2016; FU et al., 2017; MANGUEIRA et al., 2017). 

Em triagem preliminar, realizada no Laboratório de OncoFarmacologia 

(OncoFar) do Programa de Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos 

Bioativos (PPgPNSB), do Centro de Ciências da Saúde, da Universidade Federal da 

Paraíba (CCS/UFPB), foi observado que o derivado acridínico N’-(2-cloro-6-metoxi-

acridin-9-yl)-2-ciano-3-(4-dimetilaminofenil)-acrilohidrazida (ACS-AZ10) apresentou 

significante atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascítico de 

Ehrlich (CAE). Estudos adicionais mostraram que o ACS-AZ10 apresentou baixa 

toxicidade no ensaio agudo, com DL50 estimada em 2500 mg/kg i.p., e com 

mecanismo de ação antitumoral envolvendo parada do ciclo celular, em que ocorreu 

aumento do pico na sub-G1 na dose 7,5 mg/kg, sugerindo apoptose, e parada do 

ciclo celular na fase G2/M com redução na porcentagem de células nas fases G0/G1 

e S, na dose de 15 mg/kg, sugerindo bloqueio pré-mitótico. Além disso, o ACS-AZ10 

apresentou atividade antiangiogênica no mesmo modelo avaliado. Foi observado 

ainda que o ACS-AZ10 não apresentou potencial genotóxico (MANGUEIRA et al., 

2017).  

Considerando os dados obtidos e vislumbrando o potencial farmacológico dos 

derivados da acridina, nosso grupo de pesquisa vêm estudando o potencial 

antitumoral de novos derivados acridínicos (espiro-acridínicos, N-acilhidrazônicos 

acridínicos, tiosemicarbamidas acridínicos), e de novos compostos híbridos como os 

tiofênicos-acridínicos. Nessa perspectiva, esse trabalho baseia-se na continuação 

dos estudos da atividade antitumoral de novos derivados acridínicos, bem como 

mecanismos de ação antitumoral envolvidos nesse efeito. 

Dentre os novos derivados sintéticos acridínicos foi obtido o composto n’-(6-

cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-cianoacetohidrazide‖ (ACS-AZ)  (Figura 5), que não 

apresenta nenhum relato na literatura de atividade farmacológica ou toxicidade.  
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Figura 5. Estrutura do acridínico n’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-

cianoacetohidrazide‖ (ACS-AZ) 

 

Fonte: SILVA et al., 2018. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 Avaliar a toxicidade e as atividades antitumoral e antinociceptiva do derivado  

acridínico n’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-cianoacetohidrazide‖ (ACS-AZ).   

 

3.2  Objetivos específicos 

 Investigar a toxicidade não clínica aguda em camundongos; 

 

 Avaliar a genotoxicidade em camundongos; 

 

 Estudar a atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma ascítico de 

Ehrlich (CAE); 

 

 Avaliar o efeito antiangiogênico; 

 

 Determinar a participação de citocinas no mecanismo de ação antitumoral; 

 

 Investigar o efeito antioxidante pela quantificação de espécies reativas de 

oxigênio e do óxido nítrico; 

 

 Investigar o perfil de toxicidade em animais transplantados com CAE e 

submetidos a tratamento antitumoral; 

 

 Avaliar os efeitos na atividade motora de camundongos; 

 

 Avaliar a atividade antinociceptiva; 

 

 Estudar mecanismos de ação envolvidos na ação antinociceptiva pela 

participação do sistema opioide. 
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4 MATERIAL  

 

4.1 Locais da pesquisa 

 

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratório de 

Oncofarmacologia (OncoFar) e no Laboratório de Psicofarmacologia (PsiFarM) do 

Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, do Centro 

de Ciências da Saúde, da Universidade Federal da Paraíba (CCS/UFPB). 

 

 

4.2 Reagentes 

 

Foram utilizadas as seguintes substâncias: Cetamina (Ketamin®); cloridrato de 

xilazina (Anasedan®); heparina (HEPAMAX-S®); coloração panótica (Newprov®); 

Solução fosfato tamponada (PBS); Tween 80 (Sigma-Aldrich®); Dimetilsulfóxido 

(Mallinckrodt CHEMICALS); Triton X-100 (Sigma-Aldrich®); Soro bovino fetal (SBF) 

(Nutricell®); Iodeto de Propídeo; Tween 20 (Sigma-Aldrich®); 5-Fluorouracil (Sigma-

Aldrich®); Kit ELISA (eBioscience®) para dosagem de citocinas; Cloridrato de 

morfina (Merck®); Cloridrato de naloxona (Cristália®); Naloxonazina (Sigma-Aldrich®);  

Formaldeído 37% (Vetec). 

 

 

4.3 Síntese de ACS-AZ 

 

O ACS-AZ foi obtido por rota sintética linear e simples, gentilmente fornecido 

pelo Prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura, do Laboratório de Síntese e Vetorização 

Molecular da Universidade Estadual da Paraíba. 

A síntese do ACS-AZ ocorre por meio de uma reação de substituição 

nucleofílica no anel aromático do tipo adição seguido de eliminação e foram 

utilizados os compostos 2-cianoacetohidrazida e 6,9-dicloro-3-metoxiacridina em 

quantidades equimolares em meio etanólico e levemente ácido (Figura 6). 
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Figura 6. Síntese para obtenção do composto ACS-AZ  

 

Fonte: SILVA et al., 2018. 

 

O composto sintetizado teve suas características físico-químicas descritas por 

meio do cálculo do Fator de Retenção (RF) e Faixa de Fusão (FF), além disso, foi 

calculado o rendimento desse composto (Quadro 1).  

 

Quadro 1. Características físico-químicas do ACS-AZ  

Código Fator de 

Retenção 

(RF) 

Faixa de 

Fusão 

(C°) 

Rendimento 

(%) 

Peso 

molecular 

Estrutura 

molecular 

Aparência 

ACS-AZ 0,40 258-267 99% 340 C17H13O2N4Cl Amarelo 

 

 Sua estrutura foi elucidada por Ressonância Magnética Nuclear de Carbono 

(RMN C13) e Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN H1) e 

espectrometria de Massas e os dados estão descritos no artigo de Silva et al (2018) 

intitulado Correlation between DNA/HSA-interactions and antimalarial activity of 

acridine derivatives: Proposing a possible mechanism of action. Publicado no 

Journal of Photochemistry & Photobiology, B: Biology 189 (2018) 165–175. 

 

 

4.4 Linhagem de células tumorais 

 

Para os ensaios de atividade antitumoral in vivo foi usada uma linhagem de 

adenocarcinoma murino (Carcinoma Ascítico de Ehrlich), gentilmente cedidas pelo 

Prof. Dr. João Ernesto de Carvalho (CPQBA/Unicamp). As células foram mantidas 

na forma ascítica na cavidade peritoneal de camundongos Swiss (Mus musculus) na 
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Unidade de Produção Animal (Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos - 

IPeFarM/UFPB), sendo realizados repiques semanais, nos quais uma alíquota de 

células (200 µL de 1 x 106 células/mL) era transferida de um animal para outro, a 

cada cinco dias.  

 

 

4.5 Animais e condições experimentais 

 

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fêmeas, 

pesando entre 30 e 35 g obtidos da Unidade de Produção Animal/IPeFarM/UFPB. 

Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos sob temperatura de 

21 ± 1 oC, sem uso de qualquer medicamento, tendo livre acesso à comida (tipo 

pellets de ração da marca Purina®) e água potável. Os animais foram mantidos em 

ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os cuidados foram considerados no sentido de 

diminuir a dor e o sofrimento dos animais. 

Após todos os ensaios in vivo, os animais foram anestesiados com uma 

solução de cetamina (100 mg/kg – i.p.) e xilazina (16 mg/kg – i.p.) e, em seguida, 

eutanasiados por deslocamento cervical. Todos os experimentos foram aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso Animal da UFPB sob certidão N° 019/2015. 

 
 

4.6 Equipamentos  

 

Foram utilizados os seguintes equipamentos: Centrífuga (HETTICH- 

Zentrifugen® - Rotina 380 R); Microscópio invertido (Olympus®); Microscópio optico 

(EVEN®) acoplado a câmara digital (BIOFOCUS®); Balança analítica (GEHAKA® AG 

200); Citômetro de fluxo (FacsCanto® II, BD, EUA); Câmera fotográfica (Canon® 

OverShot A2500); Leitor de placa (Synergy HT, BioTek®); Aparelho de rota-rod 

(Insight®); Aparelho de placa quente (Insight®); Caixa de observação para o teste da 

formalina. Os parâmetros bioquímicos e hematológicos foram determinados 

utilizando-se kits específicos para o analisador bioquímico automático Bio 2000® 

(Bioplus) e o analisador hematológico celular automático Animal Blood Counter Vet 

(Horiba ABX Diagnostics®), respectivamente. 
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5 MÉTODOS 

 

Para o estudo do potencial antitumoral e antinociceptivo de ACS-AZ foram 

realizados ensaios toxicológicos e farmacológicos, conforme fluxograma 

apresentado a seguir.  

 
Fluxograma 1. Representação esquemática dos métodos utilizados no estudo da 

toxicidade, atividade antitumoral e antinociceptiva de ACS-AZ. 
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5.1 Estudos toxicológicos 

 

5.1.1 Avaliação da toxicidade não clínica aguda  

 

   Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de 

acordo com o ―Guidelines for testing of chemicals‖ n. 423/2001 da OECD (ANEXO 

A).  

Camundongos Swiss, três fêmeas por grupo, foram submetidos a doses 

únicas de 300 ou 2000 mg/kg de ACS-AZ por via intraperitoneal (i.p.), e ao grupo 

controle foi administrado apenas o veículo (solução a 12% de Tween 80 em salina).  

De acordo com o guia n. 423/2001 da OECD, o nível de dose para ser usada 

como a dose de partida é selecionado a partir de um dos quatro níveis fixos, 5, 50, 

300 ou 2000 mg/kg, sendo os passos seguintes direcionados a partir dos resultados 

iniciais. Em princípio, o método não se destina a permitir o cálculo preciso da DL50 

(dose responsável pela morte de 50% dos animais experimentais), todavia fornece 

uma estimativa do seu valor, bem como permite uma classificação da substância em 

categorias de acordo com o ―Globally Harmonized Classification System‖ - GHS. 

Então, durante os 14 dias de observação foi contabilizado o número de animais 

vivos e mortos para estimativa da DL50.  

Com o objetivo de mapear possíveis alterações comportamentais, sugestivas 

de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autônomo 

(SNA), após administração da substância foi realizada observação cuidadosa para 

detecção de possíveis sinais tóxicos como hiperatividade, irritabilidade, 

agressividade, tremores, convulsões, catatonia, analgesia, anestesia, ptose, 

resposta ao toque diminuído, ambulação, capacidade de limpeza e ato de levantar, 

nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos e após 4 horas; e diariamente durante 14 dias, 

utilizando-se protocolo experimental (ANEXO B) descrito por Almeida et al. (1999) 

do Laboratório de Psicofarmacologia do PPgPNSB/CCS/UFPB.  

 

 

5.1.2 Avaliação da genotoxicidade 

 

A genotoxicidade do ACS-AZ foi avaliada por meio do ensaio do micronúcleo 

em sangue periférico de camundongos. Para tal, camundongos fêmeas (n=6/grupo) 
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foram tratados com dose única de 150 mg/kg (i.p.) do ACS-AZ. Um grupo controle 

positivo (ciclofosfamida - 50 mg/kg – i.p.) e um grupo controle negativo (solução 

salina e tween 80 à 12%) foram incluídos. Após 48 horas os animais foram 

submetidos a uma pequena incisão na cauda e obtenção de uma amostra de 

sangue para confecção das extensões sanguíneas. Após secagem, as lâminas 

foram coradas com coloração panótica para posterior análise em microscópio óptico. 

Para cada animal, três extensões sanguíneas foram preparadas e um mínimo de 

2000 eritrócitos contados para determinação do número de eritrócitos 

micronucleados (OECD, 1997). 

 

 

5.2 Avaliação da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma 

ascítico de Ehrlich 

 

Células de Carcinoma Ascítico de Ehrlich (CAE) com cinco dias de 

crescimento foram aspiradas da cavidade peritoneal de camundongos e implantadas 

por via intraperitoneal (0,5 mL - 4 x 106 células/mL) nos camundongos experimentais 

(n=8 fêmeas/grupo) (DOLAI et al., 2012). Vinte e quatro horas após o implante, ACS-

AZ foi solubilizado em solução salina de Tween 80 (12%) e administrado diariamente 

(i.p.), nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg, por sete dias (MELO, 2014). O grupo 

controle foi tratado com uma solução salina de Tween 80 (12%) e um quinto grupo 

de animais foi tratado com 5-Fluorouracil (5-FU), 25 mg/kg (i.p.), como droga padrão. 

 

 

5.2.1 Volume do tumor, viabilidade e total celular  

 

Para a avaliação do efeito antitumoral de ACS-AZ, 24 horas após a última 

administração do tratamento descrito no item 5.2, os animais foram anestesiados 

com cloridrato de cetamina (100 mg/kg i.p.) e cloridrato de xilazina (16 mg/kg i.p.) e, 

em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. O líquido ascítico foi coletado 

da cavidade peritoneal e o volume foi medido e expresso em mL. Uma alíquota foi 

retirada para a determinação da viabilidade celular pelo ensaio de exclusão do azul 

de tripan. Para tanto, foram incubados volumes semelhantes de líquido ascítico e de 
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uma solução de 0,4% do corante, seguido de análise das células em câmara de 

Neubauer. Este ensaio avalia a habilidade de células viáveis, com membrana 

plasmática intacta, excluírem o corante azul de tripan, permitindo assim, a 

quantificação dessas células (RENZI; VALTOLINA; FORSTER, 1993).  

A massa do tumor foi determinada pela diferença dos pesos dos 

camundongos antes e depois da retirada do líquido ascítico e expresso em gramas 

(g).  

 

 

5.2.2 Investigação do mecanismo de ação antitumoral 

 

Para investigação de todos os mecanismos de ação antitumoral do ACS-AZ 

foi escolhida a dose de 50 mg/kg, por ter sido a dose que apresentou melhor 

resultado em todos os parâmetros avaliados no estudo de atividade antitumoral in 

vivo em modelo de Carcinoma Ascítico de Ehrlich descrito no item 5.2. Para tal, os 

animais transplantados com células de CAE foram tratados por sete dias com ACS-

AZ e no dia seguinte após a última administração, os animais dos grupos controle, 

ACS-AZ (50 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) foram anestesiados com cloridrato de 

cetamina (100 mg/kg i.p.) e cloridrato de xilazina (16 mg/kg i.p.) e, em seguida, 

eutanasiados por deslocamento cervical. 

 

 

5.2.2.1 Avaliação do efeito antiangiogênico  

 

O peritônio foi cortado e o revestimento posterior da cavidade peritoneal dos 

animais de todos os grupos foi examinado e fotografado para a investigação da 

microdensidade vascular peritumoral, com o auxílio de um programa computacional 

(AVSOFT®). A microdensidade dos vasos foi determinada pela área ocupada por 

vasos sanguíneos dividido pela área total selecionada (fórmula abaixo) (AGRAWAL 

et al., 2011).  

%Microdensidade dos vasos = área ocupada por vasos sanguíneos/área total 

selecionada 
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5.2.2.2 Quantificação das citocinas IL-1β, TNF-α, CCL-2, IL-4, IL-10 no lavado 

peritoneal  

 

O líquido ascítico coletado da cavidade peritoneal dos animais foi centrifugado 

a 1200 rpm, por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e 

armazenado a – 20 °C para posterior dosagem das citocinas, por meio de ELISA, de 

acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. 

Science Center Drive, San Diego, CA-USA).  

Brevemente, placas de 96 poços foram sensibilizadas com o anticorpo de 

captura, anti-IL-1, anti-TNF-α, anti-CCL2, anti-IL-4 e anti-IL-10, solubilizados em 

tampão fosfato, e incubadas overnight a 4°C. Após este período, as placas foram 

lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e os sítios inespecíficos 

foram bloqueados com a solução de bloqueio (PBS contendo 10% de soro fetal 

bovino), por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e foram 

adicionadas tanto as amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentrações 

das citocinas recombinantes IL-1, TNF-α, CCL2, IL-4 e IL-10, para a obtenção da 

curva. As placas foram novamente incubadas overnight a 4 °C. Terminado o período 

de incubação, as placas foram lavadas e o complexo detector formado pelo 

anticorpo de detecção biotinilado foi adicionado às placas que foram incubadas por 

uma hora. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e então foi 

adicionado o complexo enzimático avidina-peroxidase (avidin-HRP). As placas foram 

incubadas por mais meia hora à temperatura ambiente. Após lavagens adicionais, a 

reação foi revelada pela adição da solução substrato contendo tetrametilbenzidina 

(TMB) e, após 15 minutos, a reação foi interrompida com ácido sulfúrico 1N e a 

leitura realizada em leitor de placa a 450 nm. A concentração de citocinas foi 

calculada a partir das curvas-padrão. 

 
 

5.2.2.3 Investigação do estresse oxidativo 

 

5.2.2.3.1 Ensaio do 2’7 – dicloro dihidrofluoresceína 

 

Foi utilizada metodologia previamente descrita (HASUI et al., 1989 adaptado) 

que se baseia na oxidação do reagente 2’7 – dicloro dihidrofluoresceína diacetato 
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(DCFH-DA). O líquido peritoneal foi lavado com PBS a 1000 rpm, 4 ºC, durante 5 

minutos. Após três repetições desse processo, 2,0 x 105 células de CAE, 200 µL de 

solução de DCFH-DA (0,3 mM) e PBS q.s.p. 1mL foram incubados em estufa de 

CO2 durante 30 minutos a 37 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas 

(3000 rpm, 4 °C, durante 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e as células 

foram ressuspensas em 500 µL de PBS para leitura em citômetro de Fluxo 

(FacsCanto II, BD, EUA) em 530 nm de fluorescência e 485 nm de comprimento de 

excitação. A quantificação do burst ou espécies reativas de oxigênio (ROS) foi 

estimada pela intensidade média de fluorescência. 

 

 

5.2.2.3.2 Quantificação dos níveis de nitrito 

 

Os níveis de nitrito no líquido peritoneal foram quantificados por 

espectrofotometria utilizando o reagente de Griess, constituído de 0,1% de N-1-

naphthyl-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solução de ácido fosfórico a 2,5%, 

utilizando NaNO2 como padrão (GREEN et al., 1982, adaptado). Para isto, o líquido 

peritoneal foi coletado e centrifugado a 5000 rpm, 20 ºC, durante dez minutos. Para 

montagem das placas, foi adicionado 100 µL do sobrenadante de células em 

quadruplicada nos poços previamente adicionados da solução de Griess. 

Após 10 minutos à temperatura ambiente, as placas foram lidas em 

espectrofotômetro UV/visível de microplacas com filtro de 560nm. As concentrações 

de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padrão previamente estabelecida 

com concentrações molares conhecidas de nitrito de sódio. Os testes foram feitos 

em quadruplicata e os valores expressos em µmolar. 

 

 

5.2.3 Avaliação da toxicidade em animais transplantados com células de 

carcinoma ascítico de Ehrlich 

 

5.2.3.1 Avaliação ponderal e do consumo de água e de ração 
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Para a avaliação de possíveis efeitos tóxicos produzidos pelo tratamento com 

ACS-AZ, os animais dos grupos controle, ACS-AZ (50 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg), 

descritos no item 5.2, foram pesados no início e no final do tratamento e diariamente 

foram avaliados os consumos de água e de ração. 

 

 

5.2.3.2 Avaliação de parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

Os animais transplantados com CAE foram tratados por sete dias com ACS-AZ 

conforme descrito no item 5.2. No dia seguinte após a última administração, após 

jejum de quatro horas, os animais dos grupos controle, ACS-AZ (50 mg/kg) e 5-FU 

(25 mg/kg) foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg i.p.) e cloridrato de xilazina 

(16 mg/kg i.p.), e amostras de sangue foram coletadas pelo plexo orbital com o 

auxílio de uma agulha heparinizada.  

Para a análise dos parâmetros bioquímicos (ureia, creatinina, aspartato 

aminotransferase - AST e alanina aminotransferase - ALT) o sangue foi submetido à 

centrifugação por 10 minutos a 3500 rpm para obtenção do plasma. Já para as 

análises hematológicas foi utilizado sangue total heparinizado e realizada avaliação 

das séries vermelha e branca (eritrograma e leucograma).  

Os parâmetros bioquímicos e hematológicos foram determinados utilizando-

se kits específicos para o analisador bioquímico automático Bio 2000® (Bioplus) e o 

analisador hematológico celular automático Animal Blood Counter Vet (Horiba ABX 

Diagnostics®), respectivamente. 

 As extensões sanguíneas foram coradas com coloração panótica e analisadas 

em microscópio óptico, para realização da contagem diferencial de leucócitos 

(MOURA et al., 2016). 

 

 

5.2.3.3 Avaliação dos índices dos órgãos 

 

Para o cálculo dos seus índices, os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical, e os órgãos (timo, baço, fígado, rins e coração) foram 
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removidos e pesados. O índice dos órgãos foi calculado seguindo a fórmula: Índice = 

peso do órgão (mg)/peso do animal (g). 

 

 

5.2.3. 4 Análises histológicas 

 

Após a pesagem dos órgãos, descrita no item 5.2.3.3, fígado e rins dos 

animais dos grupos controle, ACS-AZ (50 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) foram 

seccionados, fixados em formalina (solução de formol a 10%) tamponada e após 24 

horas foram resseccionados para processamento histopatológico: desidratação com 

séries crescentes de álcool (70 a 100%), diafanização em xilol, impregnação e 

inclusão em parafina, segundo os métodos habituais. Em micrótomo rotativo semi-

automático, os fragmentos tissulares emblocados em parafina, foram seccionados 

em espessura de 3,0 μm e subsequentemente submetidos à coloração hematoxilina-

eosina e tricrômio de gomori, este último destinado ao estudo do tecido hepático. Em 

seguida foram examinados ao microscópio óptico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 

As análises histológicas foram realizadas em colaboração com a Profa. Dra. Karina 

Carla de Paula Medeiros do Departamento de Morfologia da Universidade Federal 

do Rio Grande do Norte (UFRN). 

 

 

5.3 Estudos psicofarmacológicos 

 

5.3.1Teste do Rota rod 

 

O teste da barra giratória (rota rod) foi proposto por Dunham e Miya (1957). 

Consiste em colocar roedores sobre uma barra que gira a uma velocidade constante 

e verificar a capacidade do animal equilibrar-se sobre a mesma. O modelo 

disponível no Laboratório de Psicofarmacologia é constituído por uma barra giratória, 

dividida por cinco discos, delimitando-se um total de quatro segmentos, com 

velocidade regulável em rotações por minutos (r.p.m.). Este aparelho ainda dispõe 

de um mecanismo automático capaz de contabilizar o tempo de permanência do 
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animal na barra giratória. Por meio desta metodologia é possível medir o efeito de 

relaxamento muscular ou incoordenação motora.  

Para o ensaio com o ACS-AZ, os camundongos passaram por um treinamento 

e uma pré-seleção 24 horas antes do teste, sendo para isto submetidos ao aparelho. 

Foram considerados aptos para realização do teste os animais que permaneciam na 

barra giratória (7 r.p.m.) por, pelo menos, um minuto em três tentativas.  

Para a realização do teste do rota-rod, os animais foram divididos em três 

grupos (n=8 camundongos machos/grupo): controle, ACS-AZ (50 mg/kg) e 

Diazepam (1 mg/kg). Uma vez transcorridos 30 minutos da administração do ACS-

AZ, os animais foram colocados na barra giratória e o tempo de permanência foi 

registrado, limitando-se as observações ao tempo máximo de três minutos por 

animal ou três reconduções à barra. Este procedimento foi repetido nos tempos de 

60 e 120 minutos após os tratamentos (NÓBREGA, 2012). 

 

 

5.3.2 Avaliação da atividade antinociceptiva 
 

5.3.2.1 Teste da formalina  

 

No teste da formalina, um padrão de resposta é observado pelos animais 

tratados que consiste na intensa atividade de lamber a pata que recebe o estímulo 

nocivo em dois períodos distintos: a primeira fase, com duração de 5 minutos e 

iniciada logo após a administração da formalina, e uma fase tardia (segunda fase), 

dos 15 aos 30 minutos após a administração do estímulo químico. Ainda, foi 

proposto o envolvimento de mecanismos nociceptivos distintos para cada fase, 

sendo a primeira caracterizada pela ação direta da formalina sobre os nociceptores 

(resposta neurogênica ou aguda), e a segunda fase envolvia respostas inflamatórias 

(HUNSKAAR; BERGE; HOLE, 1986; HUNSKAAR; HOLE, 1987). 

Os grupos de camundongos (n=8 machos/grupo) foram tratados com o veículo 

(salina e tween 80 a 12%), morfina (6 mg/kg) como droga-padrão, e ACS-AZ (50 

mg/kg) por via intraperitoneal. Após 30 minutos, 20 μL de solução de formalina 2,5%, 

que consiste em 0,92% de formaldeído em solução salina, foram injetados na região 

subplantar da pata posterior direita dos camundongos. Em seguida, esses animais 
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foram colocados em caixas de observação, sendo, então, registrado o tempo total de 

lambida da pata que recebeu a formalina durante 5 minutos (1ª fase). Após um 

período de 10 minutos, novamente foi contabilizado o parâmetro citado por mais 15 

minutos (2ª fase). 

 

 

5.3.2.2 Teste da placa quente 

 

O método foi descrito inicialmente por Woolfe e MacDonald (1944) e 

modificado por Eddy e Leimback (1953), em que o tempo de reação do animal ao 

estímulo térmico é quantificado quando é exibido o comportamento de levantar 

(tentativa de pular) ou lamber uma das patas traseiras, indicativo de nocicepção. 

Esses dois comportamentos são interpretados como respostas integradas no córtex 

cerebral, enquanto a agitação das patas posteriores é interpretada como sendo uma 

resposta apenas de integração medular (ALMEIDA, 2006). 

Os animais foram separados em grupos (n=8 camundongos machos/grupo), e 

antes de iniciar o experimento, foi realizada uma avaliação da resposta inicial dos 

animais à sensibilização térmica frente ao estímulo doloroso provocado pelo 

aparelho (foram considerados não aptos a participarem do experimento aqueles 

animais que não responderam em até 10 segundos). 

Os grupos de camundongos foram tratados com o veículo (salina e tween 80 

a 12%), morfina (10 mg/kg) como droga-padrão, e ACS-AZ (50 mg/kg) por via 

intraperitoneal. Em seguida, os animais foram submetidos à superfície da placa 

quente (aquecida previamente a 55 ± 1 ºC) 30, 60 e 120 minutos após as 

administrações. O tempo necessário para a resposta inicial ao estímulo doloroso foi 

contabilizado, sendo esta latência de resposta quantificada num tempo máximo de 

30 segundos, para que se evite lesão tecidual (BASTOS et al., 2006).   

 

 

5.3.2.3 Avaliação dos mecanismos de ação antinociceptiva 

 

5.3.2.3.1 Participação do sistema opioide 
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Com o objetivo de avaliar a participação do sistema opioide sobre o efeito 

antinociceptivo de ACS-AZ, foram utilizados grupos (n=8 camundongos 

machos/grupo), que receberam o tratamento com o antagonista opioide não seletivo, 

naloxona (5 mg/kg), 15 minutos antes do grupo ser tratado com a  substância teste 

(ACS-AZ) na dose de 50 mg/kg. O grupo controle recebeu o veículo e o grupo 

padrão recebeu morfina (6 mg/kg). Dessa forma, foi possível verificar se o efeito 

analgésico corresponde ao bloqueio de receptores opioides e se o grupo padrão, 

morfina, reconhecidamente tem o seu efeito analgésico reduzido pelo antagonismo 

da naloxona aos receptores opioides (TJOLSEN et al., 1992). 

 

 

5.3.2.3.2 Participação dos receptores opioidérgicos seletivos µ1 

 

Com o objetivo de avaliar de forma mais específica a participação do receptor 

opioidérgico no efeito antinociceptivo de ACS-AZ, foram utilizados grupos (n=8 

camundongos machos/grupo), que receberam o tratamento com o antagonista 

opioide seletivo µ1, naloxonazine (10 mg/kg), 15 minutos antes do grupo ser tratado 

com a  substância teste (ACS-AZ) na dose de 50 mg/kg. O grupo controle recebeu o 

veículo e o grupo padrão recebeu morfina (6 mg/kg). Dessa forma, foi possível 

verificar se o efeito analgésico do ACS-AZ está relacionado ao bloqueio de 

receptores opioides µ1. A morfina foi usada como droga padrão (LING et al., 1986; 

ZAREI et al., 2018). 

 

 

5.4 Análise estatística  

 

Os resultados obtidos foram analisados empregando-se o método de Análise 

de Variância (ANOVA) ―one-way‖ seguido do teste de Dunnett para comparação 

entre as médias, com pós teste posterior de Tukey, para comparação dos demais 

grupos entre si. Os dados obtidos foram expressos como média ± e.p.m (erro padrão 

da média), sendo os valores considerados significativos, quando apresentassem um 

nível de significância p<0,05. Os dados foram analisados no programa GraphPad 

Prism Software versão 5.0. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Estudos toxicológicos 

 

6.1.1 Avaliação da toxicidade não clínica aguda  

 

No ensaio de toxicidade não clínica aguda foi observado que ACS-AZ não 

provocou mortes na dose de 300 mg/kg (i.p.). Seguindo o guia da OECD 423/2001, 

repetiu-se o ensaio com a mesma dose e o mesmo número de animais, e, 

novamente, observou-se que ACS-AZ não induziu morte dos animais. De acordo 

com o mesmo guia, realizou-se um novo ensaio com uma dose maior (2000 mg/kg) 

que induziu a morte de todos os animais (Tabela 1). O valor de DL50 foi estimado, 

segundo o guia OECD 423, em torno de 500 mg/kg e ACS-AZ foi classificado na 

categoria 4 da Globally Harmonized Classification System (GHS). 

Entre os efeitos comportamentais avaliados foram evidenciados nos primeiros 

30 minutos alguns efeitos característicos de alterações no Sistema Nervoso Central 

(SNC) (Tabela 1), como contorções abdominais nas duas doses testadas. 

 

Tabela 1. Efeitos da administração de doses únicas de ACS-AZ* em camundongos  

Grupos M/T** Efeitos comportamentais 

Controle 0/3 Nenhum 

300 mg/kg 

Experimento 1 0/3 Contorções abdominais 

Experimento 2 0/3 Contorções abdominais 

2000 mg/kg  3/3 Contorções abdominais 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida 

**M/T – Morte/Tratado 
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6.1.2 Avaliação da genotoxicidade 

 

Para avaliar o possível efeito genotóxico in vivo de ACS-AZ foi realizado o 

ensaio do micronúcleo em sangue periférico de camundongos, cujo resultado está 

apresentado na Tabela 2.  

Como esperado, o tratamento com a ciclofosfamida induziu um aumento no 

n mero de eritrócitos micronucleados (18,40 ± 0,52; p<0,05) em comparação com o 

controle (6,0 ± 0,5).  

O tratamento dos animais com a dose de 150 mg/kg de ACS-AZ não induziu 

aumento no número de eritrócitos micronucleados (4,5 ± 0,5) em sangue periférico, 

quando comparado ao grupo controle (6,0 ± 0,5). 

 

Tabela 2. Efeito da administração de dose única de ACS-AZ* (150 mg/kg, i.p.) e 

ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p.) no número de eritrócitos micronucleados em sangue 

periférico de camundongos após 48 horas do tratamento 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Número de eritrócitos 

micronucleados 

Controle 

Ciclofosfamida 

ACS-AZ 

- 

50 

150 

6,0 ± 06 

18,4 ± 0,5a 

4,5 ± 0,5 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais, analisados por ANOVA 

seguido de Tukey.  

a
p<0,05 comparado ao grupo controle. 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 
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6.2 Avaliação da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma ascítico 

de Ehrlich 

 

6.2.1 Volume do tumor, massa tumoral e viabilidade celular 

 

Na avaliação do volume tumoral foi observado redução significante, 

dependente de dose, nos grupos tratados com as doses de 25 mg/kg (3,5 ± 0,8 mL; 

p<0,05) ou 50 mg/kg de ACS-AZ (0,3 ± 0,01 mL; p<0,05), assim como o 5-FU (0,06 

± 0,02 mL; p<0,05),  quando comparados ao grupo controle (8,9 ± 0,5 mL) (Figura 

7A). 

A massa tumoral também apresentou significante redução após tratamento 

com ACS-AZ nas doses de 25 mg/kg (4,0 ± 0,9 g; p<0,05) ou 50 mg/kg (0,7 ± 0,07 g; 

p<0,05), bem como após tratamento com o 5-FU (0,07 ± 0,03 g; p<0,05), quando 

comparados ao grupo controle (10,2 ± 0,5 g) (Figura 7B).  

O terceiro parâmetro avaliado, a viabilidade celular, também mostrou 

diminuição significativa nas doses de 25 mg/kg (96,7 ± 11,8 x106 células/mL; p<0,05) 

ou 50 mg/kg (8,0 ± 0,1 x106 células/mL; p<0,05) de ACS-AZ, assim como o 5-FU 

(0,06 ± 0,02 x106 células/mL; p<0,05),  quando comparados ao grupo controle (189,9 

± 13,7 x106 células/mL) (Figura 7C). 

O tratamento com a dose de 12,5 mg/kg de ACS-AZ não induziu redução 

significativa nos parâmetros avaliados. 
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Figura 7. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com ACS-AZ* (12,5; 25 ou 50 

mg/kg) e 5-FU** (25 mg/kg) em camundongos transplantados com carcinoma 

ascítico de Ehrlich 
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Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Efeito do tratamento com ACS-AZ e 5-FU em camundongos transplantados com carcinoma 

ascítico de Ehrlich. A: volume tumoral; B: massa tumoral; C: viabilidade celular. Dados apresentados 

como média ± erro padrão da média de oito animais analisados por ANOVA seguido de Tukey. 
a
p < 

0,05 comparado ao grupo controle. 
b
p < 0,05 comparado ao grupo 5-FU (25 mg/kg). 

c
p < 0,05 

comparado ao grupo ACS-AZ (12,5 mg/kg).
 d
p < 0,05 comparado ao grupo ACS-AZ (25 mg/kg). 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

**5-FU: 5-fluorouracila. 

 

 

6.2.2 Investigação do mecanismo de ação antitumoral 

 
 

6.2.2.1 Investigação do efeito antiangiogênico 
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Pode-se observar uma redução significativa na microdensidade dos vasos no 

grupo tratado com ACS-AZ (49,8 ± 8,0%; p<0,05), assim como no grupo tratado com 

a droga padrão 5-FU (26,3 ± 3,4%; p<0,05), quando comparados ao grupo controle 

(100 ± 5.1%) (Figura 8). 

 

 Figura 8. Efeito do tratamento com ACS-AZ* (50 mg/kg) e 5-FU** (25 mg/kg) na 

microdensidade dos vasos peritoneais de camundongos transplantados com 

carcinoma ascítico de Ehrlich 
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Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

LEGENDA: A: Microdensidade dos vasos. Determinado pela área ocupada por vasos sanguíneos 

divididos pela área total selecionada. B: Imagens representativas de membrana peritoneal dos 

camundongos, cortadas em tamanho padrão (1cm x 1cm) e submetidos aos diferentes tratamentos. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais analisados por ANOVA 

seguido de Tukey. 
a
p<0,05 comparado ao grupo controle. 

b
p<0,05 comparado ao grupo 5-FU (25 

mg/kg).  

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

**5-FU: 5-fluorouracila. 

A 

B 
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6.2.2.2 Quantificação das citocinas IL-1β, TNF-α, CCL-2, IL-4, Il-10 

 

Pode-se observar alterações nas concentrações de algumas citocinas pró-

inflamatórias, incluindo redução significativa de IL-1β (0,06 ± 0,01 pg/mL; p<0,05),  e 

na quimiocina CCL-2 (485,4 ± 2,5 pg/mL; p<0,05) nos animais tratados com ACS-AZ 

na dose de 50 mg/kg,  quando comparadas aos seus respectivos grupos controle 

(IL-1β: 0,09 ± 0,01 pg/mL e CCL-2: 1313,0 ± 90,7 pg/mL). Com relação ao TNF-α, 

houve aumento da sua concentração após tratamento com ASC-AZ na dose de 50 

mg/kg (472,8 ± 22,9 pg/mL; p<0,05) e com 5-FU (629,1 ± 16,7 pg/mL; p<0,05) 

quando comparados ao grupo controle (334,5 ± 5,9 pg/mL).  

Nos animais tratados com o 5-FU, também foi detectado redução de IL-1β 

(0,05 ± 0,01 pg/mL; p<0,05) e da quimiocina CCL2 (614,7± 30,5 pg/mL, p<0,05), em 

comparação com os respectivos controles (IL-1β: 0,09 ± 0,01 pg/mL e CCL-2: 

1313,0 ± 90,7 pg/mL). 

Com relação as citocinas anti-inflamatórias, houve aumento na concentração 

de IL-4 dos grupos tratados com ASC-AZ na dose de 50 mg/kg (32,4 ± 1,0 pg/mL; 

p<0,05) e tratado com 5-FU (37,5 ± 0,5 pg/mL; p<0,05) quando comparados ao 

grupo controle (24,8 ± 1,3 pg/mL). Não houve alteração nas concentrações de IL-10 

(0,12 ± 0,01 pg/mL; p<0,05) nos animais tratados com ACS-AZ ou com 5-FU (0,13 ± 

0,01 pg/mL; p<0,05) quando comparado ao grupo controle (0,2 ± 0,05 pg/mL) 

(Figura 9). 
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Figura 9. Efeito do tratamento com ACS-AZ* (50 mg/kg) e 5-FU** (25 mg/kg) na na 

concentração de citocinas no lavado peritoneal de camundongos transplantados 

com carcinoma ascítico de Ehrlich 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

LEGENDA: A: IL-1β. B: IL-12. C: CCL2. D: TNF-α:. E: IL-4. F: IL-10. Dados analisados por ANOVA 

seguido de Tukey. 
a
p < 0,05 comparado ao grupo controle. 

b
p<0,05 comparado ao grupo 5-FU. 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

**5-FU: 5-fluorouracila. 
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6.2.2.3 Investigação do estresse oxidativo 

 

6.2.2.3.1 Ensaio do 2’7 – dicloro dihidrofluoresceína 

 

A figura 10 representa o efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ (50 

mg/kg, i.p.) sobre a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em modelo de 

tumor ascítico de Ehrlich. 

O ACS-AZ reduziu a produção de ROS (349,6 ± 24,5 unidades de 

fluorescência; p<0,05), em relação ao grupo controle (453,4 ± 18,0 unidades de 

fluorescência). 

 

Figura 10. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) na 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em modelo de tumor de Ehrlich 
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Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais analisado por t 

student. 
a
p < 0,05 comparado ao grupo controle. 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 
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6.2.2.3.2 Quantificação dos níveis de nitrito 

 

Observou-se significante redução na concentração de nitrito dos animais 

tratados com ACS-AZ, 50 mg/kg i.p., (1,4 ± 0,3 µM; p<0,05), assim como com o 5-

FU, 25 mg/kg, i.p., (1,0 ± 0,1 µM; p<0,05), quando comparados com os animais do 

grupo controle (6,7 ± 0,8 µM) (Figura 11). 

 

Figura 11. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** 

(25 mg/kg, i.p.) na produção de nitrito no fluido peritoneal de camundongos 

transplantados com carcinoma ascítico Ehrlich 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais analisados. Os 

dados foram analisados por ANOVA seguido de Tukey 
a
p<0,05 comparado ao grupo controle.  

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

**
 
5-FU: 5-fluorouracila. 
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6.2.3 Avaliação da toxicidade em animais transplantados com células de 

carcinoma ascítico de Ehrlich 

 

6.2.3.1 Avaliação ponderal e consumo de água e ração 

 

Na tabela 3 estão expressos os valores referentes ao consumo de água e 

ração avaliados durante os sete dias de tratamento com o ACS-AZ (50 mg/kg), bem 

como a evolução ponderal dos animais. 

De acordo com os resultados obtidos, não foram observadas alterações 

significativas no consumo de ração e evolução ponderal dos animais. Todavia, o 

consumo de água foi significativamente reduzido no grupo tratado com ACS-AZ 

(40,8 ± 1,5 mL; p<0,05), assim como com o 5-FU (25 mg/kg) (37,8 ± 2,6 mL; 

p<0,05), quando comparados ao grupo controle (56,7 ± 2,8 mL).  

 

Tabela 3. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** 

(25 mg/kg, i.p.) no consumo de água e de ração, e evolução ponderal de 

camundongos transplantados com carcinoma ascítico de Ehrlich 

Grupos Dose 

(mg/kg) 

Consumo de 

ração (g) 

Consumo de 

água (mL) 

Peso inicial 

(g) 

Peso final 

(g) 

Controle - 27,8 ± 3,8 56,7 ± 2,8 

 

32,2 ± 0,3 28,1 ± 0,8 

 

5-FU  25 19,7 ± 0,8 

 

37,8 ± 2,6a 

 

30,7 ± 0,7 

 

28,7± 0,3 

 

ACS-AZ  50 21,2 ± 2,0 40,8 ± 1,5a 30,9 ± 0,5 27,0 ± 1,1 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais, analisados por ANOVA 

seguido por Tukey.  

a
p < 0,05 comparado ao grupo controle.   

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

**5-FU: 5-fluorouracila. 
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6.2.3.2 Avaliação de parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

 A análise toxicológica dos efeitos de ACS-AZ incluiu também a avaliação de 

parâmetros bioquímicos e hematológicos.  

Não se observou diferença nos parâmetros avaliados (AST, ALT, ureia e 

creatinina) após tratamento com ACS-AZ (50 mg/kg) ou 5-FU (25 mg/kg), como 

pode-se observar na tabela 4. 

 

Tabela 4. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 

mg/kg, i.p.) nos parâmetros bioquímicos de sangue periférico de camundongos 

transplantados com carcinoma ascítico de Ehrlich 

           

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

AST 

(U/L) 

ALT 

(U/L) 

Ureia 

(mg/dL) 
Creatinina 

(mg/dL) 

Valores de 

Referência*** 

- 70 – 400 25 – 100 15 – 40 0,2 – 0,6 

Controle - 165,9 ± 12,6  170,1 ± 10,8 35,4 ± 3,0 0,8 ± 0,0 

5- FU 25 154,4 ± 8,5 176,6 ± 3,4 35,4 ± 3,1 0,8 ± 0,0 

ACS-AZ 50 160,0 ± 8,4 174,3 ± 4,4  35,4 ± 3,0 1,0 ± 0,1 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais, analisados por ANOVA 

seguido por Tukey.  

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

**
 
5-FU – 5-fluorouracila. 

*** Valores de Referência segundo GAD (2007). 

 

No que diz respeito à avaliação hematológica, não foram evidenciadas 

alterações significativas em nenhum dos parâmetros do eritrograma e leucograma 

nos animais tratados com ACS-AZ, quando comparados ao grupo controle (Tabela 

5).  

Nos animais tratados com a droga padrão 5-FU, em relação ao eritrograma, 

observou-se redução do número de eritrócitos totais (5,8 ± 0,2 106/mm3; p<0,05), 

hemoglobina (12,3 ± 0,3 g/dL; p<0,05) e hematócrito (35,0 ± 1,1%; p<0,05) em 

comparação aos seus controles (9,6 ± 0,1 106/mm3; 14,8 ± 0,3 g/dL e 50,7 ± 1,2%, 
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respectivamente), além de aumento no HCM (22,0 ± 0,4 pg, p<0,05) e CHCM (36,0 ± 

1,0 g/dL, p<0,05), também quando comparados aos respectivos grupos controles 

(14,7 ± 0,1 pg; 29,1 ± 0,2 g/dL) (Tabela 5).  

Em relação ao leucograma, é possível observar que 5-FU induziu redução de 

leucócitos totais (3,7 ± 0,3 103/mm3; p<0,05), segmentados (9,4 ± 0,9%; p<0,05) e 

de monócitos (1,0 ± 0,3%; p<0,05), quando comparados aos valores dos grupos 

controle, respectivamente (13,3 ± 0,9 103/mm3; 19,0 ± 1,1% e 2,9 ± 0,3%), além de 

aumento no percentual de linfócitos (88,0 ± 1,1%; p<0,05), em comparação ao grupo 

controle (77,0 ± 1,0%) (Tabela 5). 
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Tabela 5. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** 

(25 mg/kg, i.p.) nos parâmetros hematológicos de sangue periférico de 

camundongos transplantados com carcinoma ascítico de Ehrlich 

Parâmetro 
Valores de 

Referência***  
Controle 

5-FU 

25 mg/kg 

ACS-AZ 50 

mg/kg 

Hemácias 

(106/mm3) 
9,0 – 11,5 9,6 ± 0,1 5,8 ± 0,2a  10,0 ± 0,3b 

Hemoglobina 

(g/dL) 
14,5 – 17,5 14,8 ± 0,3 12,3 ± 0,3a  14,5 ± 0,3b 

Hematócrito (%) 45,0 – 57,0 50,7 ± 1,2 35,0 ± 1,1a  50,9 ± 1,0b 

VCM (fm3) 45,0 – 55,0 56,6 ± 3,6 63,8 ± 1,7  52,2 ± 1,5b 

HCM (pg) 13,0 – 16,0 14,7 ± 0,1 22,0 ± 0,4a  14,2 ± 0,2b 

CHCM (g/dL) 29,0 – 34,0 29,1 ± 0,2 36,0 ± 1,0a  28,2 ± 0,3b 

Leucócitos totais 

(103/mm3) 
1,0 – 12,0 13,3 ± 0,9 3,7 ± 0,3a  15,6 ± 0,9b 

Linfócitos (%) 60 – 90 77,0 ± 1,0 88,0 ± 1,1a 73,7 ± 1,4b 

Segmentados 

(%) 
10 – 40 19,0 ± 1,1 9,4 ± 0,9a 22,8 ± 1,1b 

Monócitos (%) 0 – 6 2,9 ± 0,3 1,0 ± 0,3a  2,8 ± 0,4b 

Eosinófilos (%) 0 – 5 1,0 ± 0,3 1,3 ± 0,2 0,6 ± 0,2 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais, analisados por ANOVA 

seguido por Tukey.  

a
p < 0,05 dados analisados em comparação com grupo controle. 

b
p < 0,05 dados analisados em 

comparação com grupo 5-FU.  

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

** 5-FU: 5-fluorouracila. 

*** Valores de Referência segundo GAD (2007).  
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6.2.3.3 Avaliação dos índices dos órgãos 

 

O tratamento com ACS-AZ não induziu alterações significativas nos índices de 

coração, timo, fígado e rins. No entanto, foi observado um aumento significativo do 

índice de baço no grupo tratado com ACS-AZ (8,9 ± 0,1 mg/g; p<0,05), quando 

comparado ao grupo controle (4,3 ± 0,2 mg/g) (Tabela 6).   

 

Tabela 6. Índices dos órgãos de camundongos transplantados com carcinoma 

ascítico de Ehrlich após tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-

FU** (25 mg/kg, i.p.) 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Índice de 

coração 

(mg/g) 

Índice de 

timo  

(mg/g) 

Índice de 

baço 

(mg/g) 

Índice de 

fígado 

(mg/g) 

Índice de 

rins  

(mg/g) 

Controle - 3,8 ± 0,2 2,5 ± 0,2 4,3 ± 0,2 65,7 ± 3,2 11,1 ± 0,3 

5-FU 25 4,1 ± 0,3 2,3 ± 0,2 4,0 ± 0,1 63,4 ± 1,3 11,1 ± 0,4 

ACS-AZ 50 3,9 ± 0,1 2,0 ± 0,1 8,9 ± 0,1a,b 59,8 ± 2,4 12,0 ± 0,5 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais, analisados por ANOVA 

seguido por Tukey. 

a
p < 0,05 dados analisados em comparação com grupo controle. 

b
p < 0,05 dados analisados em 

comparação com grupo 5-FU. 

 *ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

 **5-FU: 5-fluorouracila. 

 

 

6.2.3.4 Análises histológicas 

 

Para uma avaliação mais detalhada dos possíveis efeitos hepatotóxicos e 

nefrotóxicos dos animais tratados com ACS-AZ, análises histotológicas em HE 

(hematoxilina e eosina) e tricrômio de gomori foram realizadas.  

Ao exame de microscopia de luz, os fígados corados em HE dos animais do 

grupo controle transplantados apresentaram vasos congestos, visíveis lesões 

reversíveis, do tipo esteatose micro e macrogoticular caracterizada pelos inúmeros 
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vacúolos esbranquiçados no citoplasma e núcleo celular periférico (Figura 12A e B). 

A organização dos cordões hepáticos direcionadas para as veias hepáticas 

terminais, de paredes finas permaneceram inalteradas. Não foram encontrados 

necrose de hepatócitos e atipias celulares. Os espaços portais estavam 

regularmente distribuídos com a presença da tríade vásculo-biliar habitual, no 

entanto a matriz do espaço porta apresentava significativa deposição de colágeno 

observado nos fígados corados por tricrômio de gomori, caracterizando a fibrose 

periportal pela típica coloração azulada nesta área (Figura 12C e D).  

 

Figura 12. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** 

(25 mg/kg, i.p.) na histologia de fígado de camundongos transplantados com 

carcinoma ascítico de Ehrlich 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Histopatologia do fígado. Controle transplantado (A, B, C e D). Congestão vascular (seta 

amarela, HE - 100x) (A), esteatose hepática (circulo preto, HE - 400X) (B), discreta fibrose 

perivascular (seta preta, tricromio de gomori - 100x) (C) e (400x) (D). 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

 **5-FU: 5-fluorouracila. 
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 Os animais do grupo tratado com o antineoplásico 5-FU (25 mg/kg) 

apresentaram arquitetura lobular preservada, com células de kupffer e sinusoides 

hepáticos morfologicamente preservados (Figura 12E e F), hepatócitos poligonais 

uni ou binucleados com colaração citoplasmática eosinofílica característico da 

morfologia hepática, no entanto assim como o controle, a matriz do espaço porta 

apresentava significativa deposição de colágeno em fígado corado por tricromio de 

gomori (Figura 12G e H).  

 

Figura 12. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** 

(25 mg/kg, i.p.) na histologia de fígado de camundongos transplantados com 

carcinoma ascítico de Ehrlich. (Continuação) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Histopatologia do fígado. 5-FU (25 mg/kg) (E, F, G, H). Arquitetura preservada dos cordões 

hepáticos (circulo preto, HE - 100x) (E), (HE - 400X) (F), fibrose perivascular (seta preta, tricromio de 

gomori - 100x) (G) e (400x) (H). 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

 **5-FU: 5-fluorouracila. 
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Os animais do grupo tratado com ACS-AZ (50 mg/kg) apresentaram fígados 

com a presença de algumas alterações histotológicas não vistas no controle e outras 

semelhantes ao controle. No menor aumento (100x) pode-se observar a redução da 

eosinofilia citoplasmática caracterizada pelo acumulo de lipídeos citoplasmático 

(Figura 12I) e, formando as clássicas gotículas micro e macrogoticular vista no 

aumento de 400x (Figura 12K) característico da esteatose hepática grau leve. Além 

de processos degenerativos, também foram observados alguns hepatócitos 

necrosados (Figura 12L) com núcleo picnótico, discreto infiltrado linfoplasmocitário 

(Figura 12J) e considerável fibrose periportal vista com tricromio de gomori (Figura 

12M e N), no entanto a presença dos sinusoisdes hepáticos e células de kupffer 

permaneceram inalteradas. 

Na área cortical dos rins foram observados glomérulos preservados, 

envolvidos por fina cápsula de Bowman e tufo capilar sustentado por delicado 

mesângio, túbulos contorcidos proximais numerosos e preservados com epitélio 

simples cúbico e abundante citoplasma e túbulos distais com citoplasma escasso 

característico de sua morfologia (Figura 13A e B e F). Na medula renal os túbulos 

coletores foram encontrados sustentados por escasso tecido fibroconjuntivo e 

revestidos por epitélio com altura variável, de colunar a plano, típico (Figura 13 C,D 

e E)  
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Figura 12. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** 

(25 mg/kg, i.p.) na histologia de fígado de camundongos transplantados com 

carcinoma ascítico de Ehrlich. (Continuação) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Histopatologia do fígado. Tratados com ACS-AZ (50 mg/kg) (I, J, K, L, M,N), congestão 

vascular (seta amarela, HE - 100x) (I), discreto  infiltrado linfoplasmocitário (seta amarela, HE - 400x) 

(J),  esteatose hepática (circulo preto, HE - 400x) (K),  necrose hepática (seta amarela, HE - 400x) (L),  

fibrose perivascular (seta preta, tricromio de gomori -100x) (M) e (400x) (N).  

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

 **5-FU: 5-fluorouracila. 
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Figura 13. Efeito do tratamento de sete dias com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 5-FU** 

(25 mg/kg, i.p.) na histologia de rins de camundongos transplantados com carcinoma 

ascítico de Ehrlich 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Histopatologia dos rins. Controle transplantado (A, C e D). Córtex renal com glomérulo 

preservado circundado por cápsula de Bowman (seta preta) com tufo capilar interno (asterisco 

amarelo), e túbulos proximais (seta amarela) e distais (asterisco preto) (HE- 400x) (A); medula renal 

com túbulos coletores preservados e luz visível (HE- 400x) (C) e (HE- 100x) (D). 5-FU (B). Glomérulo 

preservado (seta preta) e túbulos proximais (seta amarela) e distais (asterisco preto) (HE- 400x) (B). 

Tratado com ACS-AZ (50 mg/kg) (E e F). Epitélio tubular preservado (seta vermelha) (HE- 100x) (E); 

glomérulo preservado circundado por cápsula de Bowman (seta preta) com tufo de capilar interno, e 

túbulos proximais e distais preservados (asterisco amarelo) (HE- 400x) (F). 
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6.2.4 Estudos psicofarmacológicos 

 

6.2.4.1 Teste do Rota rod 

 

Não foram observadas alterações significativas no tempo de permanência dos 

animais na barra giratória do aparelho de rota-rod, após tratamento com ACS-AZ (50 

mg/kg, i.p.), quando comparado ao grupo controle. No entanto, como esperado, o 

tratamento com o diazepam reduziu o tempo de permanência dos animais na 

referida barra, nos tempos de 30 e 60 min, quando comparados ao grupo controle 

(Tabela 7). 

 

Tabela 7. Tempo de permanência na barra giratória (rota-rod) de camundongos 

submetidos ao tratamento com ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e Diazepam (1 mg/kg, i.p.) 

Grupos 
Dose 

 (mg/kg) 

Tempo de permanência na barra giratória (s) 

30 min 60 min 120 min 

Controle 

ACS-AZ 

Diazepam 

- 

50 

1 

175,8 ± 2,3 

175,6 ± 2,0
b
 

56,7 ± 0,9
a
 

176,5 ± 1,5 

178,0 ± 0,7
b
 

98,9 ± 0,6
a
 

177,4 ± 0,8 

175,5 ± 1,6 

172,2 ± 2,0 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais, analisados por ANOVA 

seguido por Tukey. 

a
p < 0,05 dados analisados em comparação com grupo controle. 

b
p < 0,05 dados analisados em 

comparação com grupo Diazepam. 

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 
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6.2.4.2 Avaliação da atividade antinociceptiva 

 

6.2.4.2.1 Teste da Formalina 

 

          Os resultados expostos na Figura 14 evidenciam uma redução significativa do 

tempo de lambida da pata dos animais tratados com o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.) (21,2 

± 2,9 s; p<0,05) e com a droga padrão, morfina (6 mg/kg, i.p.) (19,8 ± 1,0 s; p<0,05), 

quando comparados ao grupo controle (59,6 ± 3,9 s), na primeira fase do teste da 

formalina. 

           Conforme a figura 14, o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.) também diminuiu 

significativamente o tempo de lambida da pata na segunda fase do teste da 

formalina (2,0 ± 0,08 s; p<0,05), assim como a droga padrão, morfina (6 mg/kg, i.p.) 

(0,07 ± 0,01 s; p<0,05), quando comparados ao controle (165,7 ± 10,4s).  

 

Figura 14. Efeito da administração de dose única de ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 

morfina (6 mg/kg, i.p.) na primeira (A) e segunda fase (B) do teste da formalina em 

camundongos.  
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Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais analisados. Os 

dados foram analisados por ANOVA seguido de Tukey 
a
p<0,05 comparado ao grupo controle.  

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 
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6.2.4.2.2 Teste da placa quente  

 

 .......... De acordo com a figura 15, é possível observar que o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.)  

aumentou significativamente  o tempo de latência (em segundos) dos animais no 

estímulo térmico da placa quente após 30 (11,6 ± 1,3 s; p<0,05), 60 (11,9 ± 1,4 s; 

p<0,05) e 120 (14,0 ± 2,4 s; p<0,05) minutos de sua administração, quando 

comparado aos grupos controles, respectivamente (3,4 ± 0,6 s; 4,9 ± 0,7 s; 5,1 ± 0,7 

s). A droga padrão, morfina (10 mg/kg, i.p.), também  aumentou o tempo de 

permanência dos animais no aparelho nos tempos de 30 (18,0 ± 2,0 s; p<0,05) e 60 

(10,5 ± 0,7 s; p<0,05), quando comparados aos grupos controles. 

 

 

 

Figura 15. Efeito da administração de dose única de ACS-AZ* (50 mg/kg, i.p.) e 

morfina (10 mg/kg, i.p.) no teste da placa quente em camundongos 

0

10

20

30
Controle

ACS-AZ

Morfina

a
a

a,b

0                        30                      60                   120

Tempo (min)

a

a

L
a
tê

n
c
ia

 (
s
)

 

Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

 Legenda: Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais analisados por 

ANOVA seguido de Tukey. 
a
p<0,05 comparado ao grupo controle. 

b
p<0,05 comparado ao grupo 

Morfina.  

*ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 

        

6.2.4.2.3 Avaliação dos mecanismos de ação antinociceptiva 

 

6.2.4.2.3.1 Participação do sistema opioide 
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A figura 16 mostra o efeito do ACS-AZ sobre a via opioide no teste da 

formalina. Tanto o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.) (1ª fase: 25,5 ± 2,6 s; p<0,05 e 2ª fase: 

16,5 ± 1,1 s; p<0,05) quanto a morfina (6 mg/kg, i.p.) (1ª fase: 7,1 ± 1,9 s; p<0,05 e 

2ª fase: 3,4 ± 0,7 s; p<0,05), reduziram significativamente o tempo de lambida da 

pata no teste da formalina, quando comparados ao grupo controle (1ª fase: 72,1 ± 

4,3 s e 2ª fase: 201,0 ± 12,0 s). 

O pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.) bloqueou o efeito 

antinociceptivo observado nos animais tratados com o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.)  (1ª 

fase: 69,5 ± 6,9 s; p<0,05 e 2ª fase: 246,6 ± 11,9 s; p<0,05), quando comparados ao 

grupo que recebeu apenas o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.) (1ª fase: 25,5 ± 2,6 s; p<0,05 e 

2ª fase: 16,5 ± 1,1 s; p<0,05), aumentando significativamente o tempo de lambida da 

pata desses animais. A morfina (6 mg/kg, i.p.) também apresentou aumento no 

tempo de lambida da pata, tendo seu efeito revertido pela naloxona (grupo naloxona 

+ morfina: 1ª fase: 83,0 ± 8,1 s e 2ª fase: 246,6 ± 22,4 s), comparado ao grupo que 

recebeu apenas a morfina. 

 

Figura 16. Efeito da nal* (5 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva do ACS-

AZ** (50 mg/kg, i.p) e morfina (6 mg/kg, i.p.), na primeira e segunda fase do teste da 

formalina em camundongos 
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Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais analisados por 

ANOVA seguido de Tukey 
a
p<0,05 comparado ao grupo controle. 

b
p<0,05 comparado ao grupo 

Morfina. 
c
p<0,05 comparado ao grupo ACS-AZ+Nal. 

d
p<0,05 comparado ao grupo Morfina+Nal.  

*Nal: Naloxona. 

**ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 
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6.2.4.2.3.1 Participação dos receptores opioidérgicos seletivos µ1 

A figura 17 mostra o efeito do ACS-AZ sobre os receptores opioidérgicos 

seletivos µ1, no teste da formalina. Tanto o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.) (1ª fase: 31,0 ± 

2,0 s; p<0,05 e 2ª fase: 121,6 ± 3,4 s; p<0,05) quanto a morfina (6 mg/kg, i.p.) (1ª 

fase: 6,0 ± 0,7 s; p<0,05 e 2ª fase: 3,4 ± 0,7 s; p<0,05), reduziram significativamente 

o tempo de lambida da pata no teste da formalina, quando comparados ao grupo 

controle (1ª fase: 88,4 ± 3,8 s e 2ª fase: 310,0 ± 9,0 s). 

O pré-tratamento com naloxonazine (10 mg/kg, i.p.) bloqueou parcialmente o 

efeito antinociceptivo observado nos animais tratados com o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.)  

(1ª fase: 55,6 ± 3,9 s; p<0,05 e 2ª fase: 165,8 ± 8,7 s; p<0,05), quando comparados 

ao grupo que recebeu apenas o ACS-AZ (50 mg/kg, i.p.) (1ª fase: 31,0 ± 2,0 s; 

p<0,05 e 2ª fase: 121,6 ± 3,4 s; p<0,05), aumentando significativamente o tempo de 

lambida da pata desses animais. A morfina (6 mg/kg, i.p.) também apresentou 

aumento no tempo de lambida da pata, tendo seu efeito parcialmente revertido pela 

naloxonazine (grupo naloxonazine + morfina: 1ª fase: 32,7± 1,5 s e 2ª fase: 105,8 ± 

1,4 s), comparado ao grupo que recebeu apenas a morfina. 

 

Figura 17. Efeito da NXZ * (10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva do ACS-

AZ** (50 mg/kg, i.p) e morfina (6 mg/kg, i.p.), na primeira e segunda fase do teste da 

formalina em camundongos 
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Fonte: MANGUEIRA, 2018. 

Legenda: Dados apresentados como média ± erro padrão da média de oito animais analisados por 

ANOVA seguido de Tukey 
a
p<0,05 comparado ao grupo controle. 

b
p<0,05 comparado ao grupo 

Morfina. 
c
p<0,05 comparado ao grupo ACS-AZ+NXZ. 

d
p<0,05 comparado ao grupo Morfina+NXZ.  

*NXZ: Naloxonazina.   **ACS-AZ: N’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-yl)-2-cianoacetohidrazida. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Considerando a riqueza química e o potencial biológico de derivados 

acridínicos, especialmente no que se refere a sua capacidade de intercalar o DNA e 

inibir a função das topoisomerases (LAFAYETTE et al., 2013; FU et al., 2017; SILVA 

et al., 2018), diferentes derivados acridínicos vem sendo estudados em relação ao 

seu potencial farmacológico.  

No presente trabalho, o derivado acridínico sintético inédito n’-(6-cloro-2-

metoxiacridin-9-il)-2-cianoacetohidrazide (ACS-AZ), foi testado em relação à 

toxicidade e atividades antitumoral e antinociceptiva. 

Inicialmente, foi realizado o ensaio de toxicidade não clínica aguda com o 

ACS-AZ em camundongos, com o objetivo de determinar doses seguras a serem 

utilizadas nos ensaios farmacológicos. Além disso, uma triagem psicofarmacológica 

também foi realizada com o objetivo de detectar qualitativamente alguns efeitos 

importantes sobre o sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso autônomo 

(SNA) (ALMEIDA, 2006; SANTOS et al., 2018).  

Com base nos resultados obtidos, ACS-AZ pode ser considerada uma 

substância de baixa toxicidade nas condições experimentais avaliadas, uma vez que 

a DL50 foi estimada em torno de 500 mg/kg, tendo sido classificada na categoria 4 

da Globally Harmonized Classification System (GHS), segundo o guia 423 da OECD. 

Entre todos os parâmetros comportamentais avaliados, foram observadas apenas 

contorções abdominais como efeito de alteração no SNC, considerado sem 

importância clínica, pois desapareceu em até 30 minutos após a administração.   

Em relação a toxicidade aguda de derivados acridínicos, a literatura descreve 

que esses compostos podem apresentar diferentes perfis de atividade, representado 

por alguns derivados caracterizados com baixa toxicidade aguda (MANGUEIRA et 

al., 2017) e outros derivados caracterizados com alta toxicidade aguda (PAN et al., 

2007). 

Estudos de toxicidade não clínica aguda constituem um dos primeiros testes a 

serem realizados em avaliação toxicológica não clínica de um produto para uso 

humano, caracterizando potenciais efeitos adversos e fornecendo estimativas iniciais 

de margens de segurança (RODEIRO; REMIREZ; FLORES, 2018). 
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Dados da literatura mostram que, em geral, se a DL50 de uma substância é 

três vezes maior do que a dose mínima eficaz, a substância é considerada como um 

bom candidato para estudos posteriores (ODEGHE; UWAKWE; MONAGO, 2012; 

AMELO; NAGPAL; MAKONNEN, 2014; SANTOS et al., 2018).  

Além do ensaio de toxicidade aguda, testes de genotoxicidade são 

necessários para avaliar o perfil de toxicidade de um composto sobre o DNA. Entre 

os ensaios de genotoxicidade amplamente recomendados por agências regulatórias 

nacionais e internacionais, pode-se citar o ensaio do micronúcleo (BRASIL, 2013; 

OECD, 2014). O ensaio do micronúcleo em sangue periférico de roedores, utilizado 

para avaliar a indução de aberrações cromossômicas, é considerado o primeiro 

ensaio a ser realizado para avaliar o potencial mutagênico in vivo, uma vez que, a 

demonstração de ausência de atividade mutagênica e efeito não genotóxico em 

sangue periférico constitui uma propriedade importante em estudos não clínicos para 

novos e/ou potenciais agentes anticancerígenos (RECIO et al., 2010; MELLO-

ANDRADE et al., 2018).  

Desta forma, o ensaio do micronúcleo é utilizado para detectar genotoxicidade 

de uma substância mediante seu potencial clastogênico, que se refere à quebra de 

cromossomos, e/ou aneugênico, que avalia a aneuploidia ou segregação 

cromossômica anormal em consequência de disfunções no aparato mitótico 

(HAYASHI, 2016; PARDINI et al., 2017; MATSUYAMA; KITAMOTO; TOMIGAHARA, 

2018). 

Para a avaliação do efeito genotóxico de ACS-AZ foi selecionada a dose de 

150 mg/kg, sendo esta dose menor que 1/3 da DL50 de ACS-AZ (500 mg/kg), 

podendo ser utilizada em outros estudos farmacológicos (ODEGHE; UWAKWE; 

MONAGO, 2012; AMELO; NAGPAL; MAKONNEN, 2014; SANTOS et al., 2018). 

Uma vez que não foi observado aumento no número de eritrócitos micronucleados 

em sangue periférico, pode-se sugerir que o ACS-AZ não possui efeito genotóxico in 

vivo, nas condições experimentais avaliadas. Esse resultado corrobora dados da 

literatura que demonstram que a amsacrina, principal representante da classe dos 

derivados acridínicos, e o ACS-AZ10 não induzem genotoxicidade no ensaio do 

micronúcleo (LYNCH et al., 2008; MANGUEIRA et al., 2017). 

Para a avaliação da atividade antitumoral in vivo, utilizou-se a linhagem de 

Carcinoma Ascítico de Ehrlich (CAE) que corresponde ao adenocarcinoma mamário 
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de camundongo fêmea. Este é um modelo tumoral referido como um carcinoma 

indiferenciado, originalmente hiperdiploide, com alta capacidade transplantável, não 

regressivo, de rápida proliferação, 100% de malignidade e que não possui antígeno 

de transplante tumor específico (BELCAVELLO et al., 2012; ROLIM et al., 2017). 

Como tratamento antitumoral padrão foi utilizado o antimetabólito 5-

fluorouracil (5-FU), um dos fármacos mais prescritos no tratamento de tumores 

sólidos. É uma droga que atua especificamente nas fases G1 e S do ciclo celular, 

interferindo no metabolismo dos nucleosídeos, causando supressão do RNA e da 

replicação do DNA (LORIOT et al., 2018). O principal mecanismo de ação do 5-FU 

consiste na inibição da enzima timidilato sintase, por meio do metabólito ativo, 

monofosfato de fluorodesoxiuridina (FdUMP), que forma um complexo ternário 

inativo com a timidilato sintase e o 5-10-metilenotetrahidrofolato (MTHF) (LONGLEY; 

HARKIN; JOHNSTON, 2003; BORRO et al., 2017). 

Apesar de muitas pesquisas relatarem a eficácia do 5-FU no tratamento 

clínico, as taxas de resposta são modestas devido à alta citotoxicidade e menor 

eficácia terapêutica no tratamento da doença avançada (LORIOT et al., 2018). No 

presente estudo, 5-FU induziu potente atividade antitumoral por reduzir todos os 

parâmetros avaliados (volume, massa tumoral e viabilidade celular), o que justifica a 

escolha deste fármaco como droga padrão em modelo de Carcinoma Ascítico de 

Ehrlich (CAE). 

Considerando que o tratamento de sete dias com ACS-AZ em animais 

transplantados com CAE reduziu significativamente os parâmetros de volume e 

massa tumorais e viabilidade celular, e ainda que não houve diferença significante 

entre o efeito produzido pelo ACS-AZ (50 mg/kg) e pela droga padrão utilizada (5-

FU, 25 mg/kg), pode-se inferir que ACS-AZ apresenta atividade antitumoral in vivo. 

Esses resultados corroboram dados da literatura que descrevem significativa 

atividade antitumoral de derivados acridínicos, incluindo a amsacrina, que tem sido 

usada no tratamento de leucemia aguda, linfoma de Hodgkin e não-Hodgkin e 

cânceres de cabeça e pescoço (FANG et al., 2016; FU et al., 2017). Ainda, vários 

outros derivados acridínicos, a exemplo do 1-nitro-9-alquilamino-acridina, do 1-nitro-

9-(hidroxi-alquilamino)-acridina (CHOLEWIŃSKI; DZIERZBICKA; KOŁODZIEJCZYK, 

2011), da 9-Anilinoacridina (ALBINO et al, 2018) e do ACS-AZ10 (MANGUEIRA et 
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al., 2017) têm sido descritos na literatura em relação ao seu potencial antitumoral in 

vitro e in vivo. 

Para a seleção da dose a ser utilizada na investigação dos possíveis efeitos 

antitumorais e toxicológicos de ACS-AZ, foi considerado que houve diferença 

significativa entre o efeito produzido pelo ACS-AZ nas doses de 25 mg/kg e 50 

mg/kg, sendo, portanto, 50 mg/kg a dose que produziu o efeito máximo e a dose 

selecionada para a continuação dos estudos.  

A vascularização tumoral é um passo fundamental no crescimento e 

metástase do tumor. Os tumores sólidos são, de fato, incapazes de crescer mais do 

que 1-2 mm3 na ausência de um suprimento vascular de oxigênio e nutrientes 

(YANG, et al., 2014; LOPATINA et al., 2018).  Nesse sentido, a terapia 

antiangiogênica é a estratégia que visa impedir o crescimento de novos vasos, e, 

consequentemente, o crescimento do tumor (KAZEMI-LOMEDASHT et al., 2017).  

Diante desta premissa, e considerando que o ACS-AZ diminuiu 

significativamente a capacidade angiogênica de CAE, pode-se inferir que o 

mecanismo de ação antitumoral deste derivado acridínico envolve um efeito 

antiangiogênico. Todavia, o potencial antiangiogênico de derivados acridínicos não é 

bem descrito na literatura, sendo o único relato encontrado referente ao efeito 

antiangiogênico do ACS-AZ10 (MANGUEIRA et al., 2017). 

O microambiente tumoral mantém a neovascularização associada ao tumor 

quase sempre ativa, uma vez que fornece suporte à matriz basal para formação de 

novos vasos durante a progressão do tumor, isso ocorre mediante o fornecimento de 

uma quantidade excessiva de fatores pró-angiogênicos, incluindo interleucinas e 

quimiocinas (YIN et al., 2017). 

Ainda, dentre os fatores que favorecem a proliferação do tumor, encontram-se 

as ROS, caracterizadas como produtos da fosforilação oxidativa excessiva nas 

mitocôndrias, bem como, produtos da β-oxidação mediada por peroxissomas de 

ácidos graxos ramificados e de cadeia longa, que regulam uma variedade de 

importantes vias de sinalização para sobrevivência e proliferação celular, tais como 

MAPK, NF-κB, TNF-α e TGF-β (GU et al., 2018). 

Desta forma, foram realizadas as quantificações de citocinas, quimiocinas, 

ROS e de nitrito, para verificar as alterações que o ACS-AZ promove no estado 

inflamatório e na modulação do sistema imune. 
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A inflamação é um componente importante do microambiente tumoral. Neste 

contexto, a IL-1β é uma citocina inflamatória que desempenha um papel 

fundamental na carcinogênese e na progressão tumoral, atuando em diferentes 

níveis que incluem a angiogênese tumoral, a ativação da via da IL-17, a indução de 

células supressoras derivadas de mieloides e o recrutamento de macrófagos, e a 

indução de invasão e metástase (MANTOVANI; BARAJON; GARLANDA, 2018). 

Assim, ressaltando o efeito dual de diferentes citocinas, a IL-1β que 

demonstra ter um papel essencial na indução de respostas imunes adaptativas 

antitumorais, também está relacionada com a proliferação de células tumorais, se 

mostrando essencial para a conversão de fibrócitos em fibroblastos associados ao 

câncer, ativação da via do NF-kB e ainda, indução de angiogênese mediante a 

expressão de VEGF e de seus receptores nas células endoteliais (GUO et al., 2016; 

HAJEK et al., 2018). 

Considerando a redução na concentração de IL-1β observada após 

tratamento com ACS-AZ, é possível inferir que este composto reduz a resposta 

inflamatória, o que pode explicar o efeito antiangiogênico do ACS-AZ a partir de um 

possível bloqueio da ação de VEGF e de seus receptores nas células endoteliais.  

Ainda, a redução de IL-1β pode estar diretamente relacionada com a redução de 

ROS, também induzida pelo tratamento com ACS-AZ, uma vez que as ROS podem 

alterar diretamente o microambiente tumoral pela liberação de citocinas 

inflamatórias, dentre elas a IL-1β (GU et al., 2018). 

Relatos da literatura com relação à influência de derivados acridínicos na 

quantificação de citocinas são, de forma geral, escassos. No entanto, dados da 

literatura mostram que a velnacrina (tacrin-1-ol), um derivado acridínico com ação 

colinérgica central, não produziu alterações no nível plasmático de IL-1 β, porém, 

esse efeito foi observado em modelo de inflamação da microcirculação e não em 

modelo relacionado a estudos de atividade antitumoral da droga (SILVA et al., 2007). 

Ainda relacionado com a redução da microdensidade vascular peritumoral 

observada após tratamento com o ACS-AZ, é possível inferir que o mecanismo 

desse efeito também esteja diretamente envolvido com a redução de CCL2, descrita 

como uma quimiocina reconhecidamente pró-angiogênica e, consequentemente, 

pró-antitumoral (IZHAK et al., 2012; LIU et al., 2018). Dados da literatura mostram 

que a inibição de CCL2 diminui o volume do tumor subcutâneo em camundongos, 
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corroborando assim, seu efeito-prótumoral (ABANGAN et al., 2010; WANG et al., 

2018). 

Ainda, é relatado na literatura que um aumento nos níveis de ROS resulta no 

aumento da expressão de CCL2, e altos níveis de CCL2 gera mais produção de 

ROS (LI et al., 2014). Desta forma, é possível inferir que ACS-AZ reduz os níveis de 

CCL2, reduzindo também ROS. 

A citocina pró-inflamatória TNF-α produzida por macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas e mastócitos com capacidade de ativar a fagocitose (NETEA et 

al., 2010; CHEN et al., 2016; KIM et al., 2018), desempenha importante papel na 

inflamação, promovendo a inibição da proliferação de  células tumorais, mecanismos 

de citotoxicidade tumoral mediada por macrófagos (MERHEB; ABDEL-MASSIH; 

KARAM, 2018) e indução de apoptose (SHIN et al., 2014; BARBOSA et al., 2018). 

Desta forma, considerando a regulação positiva nos níveis de TNF-α 

observada após tratamento com ACS-AZ, é possível inferir que este composto 

modula a resposta inflamatória mediante a expressão desta citocina, que estaria 

induzindo citotoxicidade. 

Não há dados na literatura que descrevam os efeitos de derivados acridínicos 

na imunomodulação do TNF-α em modelos tumorais. Todavia, alguns dados da 

literatura mostram que derivados acridínicos (9-aminobutilacridina, 9-

etilaminoacridina, 9-imino-10-butilacridina e 9-imino-10-etilacridina, dentre outros) 

promovem a supressão da síntese de TNF-α induzida pela endotoxina produzida por 

Staphylococcus aureus em leucócitos humanos (MANDI et al., 1994).  

Além disso, ACS-AZ também regula positivamente os níveis de IL-4, uma 

interleucina com características antitumorais pela infiltração de eosinófilos e 

macrófagos produzidas por TNF-α e IL-1β no tumor, o que corrobora o nível 

aumentado de TNF-α pelo ACS-AZ (MERHEB; ABDEL-MASSIH; KARAM, 2019). 

Considerando que ACS-AZ não induziu alteração nos níveis de IL-10, uma 

citocina caracterizada pela atividade anti-inflamatória e/ou antitumoral mediada pela 

imunossupressão das células tumorais, decorrente do aumento da proliferação de 

células B e produção de anticorpos (SHRIHARI, 2017; LENART et al., 2017), a 

modulação dos níveis dessa citocina.  

Foram encontrados dados na literatura relacionados aos efeitos de derivados 

acridínicos nos níveis de IL-4 e IL-10 apenas em modelos de inflamação. A 
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mepacrina, um derivado acridínico com ação antimicrobiana, empregada 

principalmente em tratamento antiparasitário, foi capaz de induzir aumento da 

concentração de IL-4 e IL-10 em modelo de inflamação de vias aéreas (AHMAD et 

al., 2011).  

 Em relação a ROS, sabe-se que as células tumorais tem sido  caracterizadas 

por quantidades elevadas quando comparadas às células normais, e ainda, que 

ROS estão envolvidas em todas as fases da carcinogênese, o que inclui os 

processos de iniciação, promoção e progressão da doença, induzindo danos ao 

DNA, e proteínas, bem como alterando diferentes vias de sinalização e processos 

metabólicos necessários para a manutenção do tumor, uma vez que estimulam a 

proliferação celular, angiogênese e metástase, além de inibir vias pró-apoptóticas 

(KATAKWAR; NAIK; MITTAL, 2016; BRENNEISEN; REICHERT, 2018).  

Portanto, a avaliação da modulação do estresse oxidativo é essencial para a 

caracterização do efeito antitumoral. Considerando que o tratamento com ACS-AZ 

reduziu os níveis de ROS em modelo de CAE, pode-se inferir que parte do seu 

mecanismo de ação antitumoral envolve o seu potencial antioxidante.  

Sendo assim, ACS-AZ atua reduzindo níveis celulares de ROS e combatendo 

seus efeitos pró-tumorais relacionados ao estímulo de diversas vias de sinalização 

envolvidas com a proliferação e a sobrevida. Além disso, considerando os efeitos 

pró-angiogênicos de ROS (MOURA, 2017), pode-se sugerir que ACS-AZ induz seus 

efeitos antiangiogênicos (ou parte dele), por modular o estresse oxidativo celular. 

Estes resultados diferem de dados da literatura que mostram que alguns 

derivados acridínicos, a exemplo do N-{(1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil}-2-

butilacridina-9-amina, induzem estresse oxidativo como mecanismos de 

citotoxicidade in vitro contra linhagem tumoral de cólon humano (HCT116), 

associado a apoptose intrínseca e extrínseca, por meio da ativação da via JNK1 

ativada por ROS (CHEN et al., 2015). 

No contexto que relaciona óxido nítrico e câncer, é possível descrever que, 

apesar do efeito dual do NO, apresentando múltiplos papéis na carcinogênese, sua 

concentração encontra-se elevada na maioria das células tumorais (CHEN et al., 

2018). Ainda, considerando que ROS e NO estão envolvidos na regulação de 

diferentes eventos relacionados ao câncer, incluindo a angiogênese, e tendo o ACS-

AZ reduzido esses mediadores (ROS e NO) no microambiente tumoral em modelo 
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de CAE, pode-se sugerir que os efeitos antiangiogênicos de ACS-AZ estão 

associados ao seu efeito antioxidante, via modulação de ROS e NO. Em 

contrapartida, não existem relatos na literatura sobre a interferência de derivados 

acridínicos na modulação de NO em células tumorais. 

Considerando a presença de inúmeros relatos na literatura de efeitos 

adversos produzidos a partir da utilização de drogas antineoplásicas (BARROS; 

REPETTI, 2015; GRAPEGIA; LIMA, 2017), a utilização de ensaios de toxicidade que 

avaliem possíveis alterações da homeostasia do organismo exposto à quimioterapia 

é imprescindível. O tratamento dos animais experimentais com doses repetidas de 

ACS-AZ por sete dias difere do ensaio de toxicidade não clínica, pois permite avaliar 

os efeitos produzidos pelo acúmulo da substância em doses terapêuticas no 

organismo. 

Diante disto, para a avaliação do perfil de toxicidade de ACS-AZ nos animais 

experimentais em modelo de CAE, alguns parâmetros como consumo de água e de 

alimentos e a evolução ponderal foram analisados. 

Praticamente todas as drogas antineoplásicas causam alterações 

gastrointestinais, dentre estas, náuseas, vômitos, diarreia, mucosite, constipação e 

anorexia, que estão diretamente associadas à desnutrição e à perda de peso (SILVA 

et al., 2018). Considerando que o tratamento com ACS-AZ não alterou os 

parâmetros de consumo de ração e evolução ponderal, pode-se inferir que este 

derivado acridínico não induz esse efeito indesejável tão comum a maioria dos 

tratamentos antineoplásicos. Dado da literatura mostra que o derivado acridínico 

ACS-AZ10 também não induz alterações gastrointestinais (MANGUEIRA et al., 

2017). 

O fígado é o maior orgão do corpo, sendo responsável por inúmeras funções 

que são realizadas por três tipos celulares: o hepatócito, as células de Kupffer e as 

células estreladas hepáticas, e incluem: produção da bile, ácidos biliares, 

armazenamento de vitaminas e minerais, síntese de fatores de coagulação e 

metabolização de medicamentos, protegendo o organismo contra substâncias 

tóxicas (XAVIER; CALDEZ; KALDIS, 2014; PRADOC, 2018; DE AGUIAR JÚNIOR et 

al., 2018).  

Para realização de um diagnóstico fidedigno relacionado ao fígado, faz-se 

necessária a realização de exames como análises bioquímicas, que incluem a 
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determinação da atividade sérica das enzimas alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST) e glutamato desidrogenase (GLDH), bem como, 

exames de imagem e histopatológico, e ainda a mensuração da concentração sérica 

de substâncias que são normalmente produzidas ou removidas do sangue pelo 

fígado, como amônia e bilirrubina (PRADOC, 2018).  

ALT é uma enzima encontrada no plasma de tecidos corpóreos, e quando 

alterada, esta associada a lesões hepáticas. Esta enzima é liberada em alta 

quantidade no sangue quando ocorre dano na membrana do hepatócito e, como 

consequência, um aumento da permeabilidade. AST não é uma enzima específica 

do fígado, quando órgãos são lesados (necrose do tecido), há liberação da AST para 

o soro. Assim, o aumento das aminotransferases tem grande significado no 

diagnóstico das hepatopatias agudas (GALLIERI et al., 2006; DE AGUIAR JÚNIOR 

et al., 2018). 

A administração do ACS-AZ em doses farmacológicas não foi capaz de 

alterar a concentração das enzimas hepáticas AST e ALT e nem índice de fígado, o 

que sugere que o ACS-AZ induziu moderada toxicidade hepática nas condições 

avaliadas, uma vez que, a análise histológica do fígado apresentou acumulo de 

lipídeos citoplasmáticos característico de esteatose hepática e processos 

degenerativos, o que é bem descrito para algumas drogas antineoplásicas, a 

exemplo do tamoxifeno (LEAL et al., 2018), e da cisplatina que apresenta 

importantes efeitos adversos, incluindo nefrotoxicidade (LI et al., 2018). 

Em relação à concentração de ALT, que em todos os grupos experimentais 

apresentou valores aumentados em relação aos parâmetros de normalidade, sugere 

ser uma reação do próprio tumor, conforme dados da literatura (DOLAI et al., 2012; 

MARAPPAN et al., 2012; XAVIER et al., 2015). 

O derivado acridínico ACS-AZ10, na dose de 15 mg/kg, induziu alteração nos 

níveis de ALT (MANGUEIRA et al., 2017), o que caracteriza dano hepatocelular 

agudo. Relatos da literatura relacionados a derivados acridínicos, a exemplo do 

Bis(7)-tacrina, também demonstram hepatotoxicidade (PAN et al., 2007). 

Os rins são órgãos essenciais para o funcionamento do organismo humano, 

possuindo mecanismos de excreção de subprodutos metabólicos, composição do 

líquido extracelular e regulação do volume, manutenção do equilíbrio ácido-básico e 

da pressão sanguínea e estímulo para a produção de hemácias. A avaliação da 
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função renal pode ser realizada por meio da determinação das concentrações 

sanguíneas de ureia e creatinina, uma vez que, quando ocorre falha renal, produtos 

de degradação do metabolismo, que seriam eliminados pelos rins, a exemplo da 

ureia e creatinina, se acumulam levando a um aumento dos seus níveis sanguíneos 

(DE SOUSA NEVES et al., 2018). 

A ureia é o principal composto do grupo funcional orgânico das amidas em 

que o nitrogênio é convertido em ureia a partir da degradação de proteínas pelo 

organismo, forma pelo qual, o organismo elimina o nitrogênio dessas moléculas, e 

sua eliminação se dá principalmente através dos rins. Em relação a creatinina, que é 

derivada de aminoácidos, sua presença no organismo é devido à reação não 

enzimática da creatina em creatinina no tecido muscular, logo, sua produção está 

relacionada à quantidade de músculo. Essa substância não é utilizada pelo 

organismo, sendo totalmente inativa e também excretada pelos rins (HENRY, 2008; 

DE SOUSA NEVES et al., 2018).  

Considerando que ACS-AZ não induziu alterações nos níveis plasmáticos de 

ureia e creatinina, pode-se inferir que este derivado acridínico possui baixa 

toxicidade renal, resultado este que foi confirmado pela ausência de quaisquer 

alterações na avaliação histológica dos rins. Esses dados corroboram resultados 

relatados na literatura de derivados acridínicos, a exemplo da amsacrina que possui 

baixa toxicidade renal (MICETICH et a., 1982). Esses dados apresentam grande 

importância clínica, já que vários antineoplásicos são capazes de causar lesões 

nefrotóxicas, a exemplo da cisplatina (MAPUSKAR et al., 2019). 

Diferentemente da maioria dos agentes antineoplásicos, ACS-AZ não 

provocou alteração nos parâmetros hematológicos dos animais tratados, efeito este, 

presente na maioria dos quimioterápicos por promover uma ação não seletiva, ou 

seja, agindo em células saudáveis e tumorais ao mesmo tempo, culminado com a 

mielossupressão (SILVA et al., 2018). 

O sangue é um tecido fundamental para a manutenção do organismo. É 

composto pelo plasma sanguíneo, por células e plaquetas, sendo assim, o equilíbrio 

e a manutenção da produção dos elementos sanguíneos são essenciais para a 

manutenção da homeostase do organismo. A hematopoiese é um processo de alta 

atividade mitótica e rápida proliferação celular, característica que faz com que a 

medula óssea seja altamente susceptível aos efeitos de quimioterápicos citotóxicos. 
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Estudos mostram que os quimioterápicos são mielossupressores ou mielotóxicos, 

uma vez que torna a medula óssea incapaz de repor os elementos celulares do 

tecido sanguíneo, provocando assim, anemia, leucopenia e trombocitopenia. Estes 

efeitos aumentam significativamente os riscos de mortalidade, o que limita a dose e 

a frequência do tratamento (BONASSA; GATO, 2012; ANDRADE et al., 2018).  

Corroborando os dados para o ACS-AZ, dados descritos para outros 

derivados acridínicos também não demonstram efeitos mielotóxicos (MANGUEIRA 

et al., 2017). Portanto, os dados da administração repetida de ACS-AZ (sete dias) 

mostram que este derivado acridiníco, diferentemente de outros antineoplasicos com 

potencial farmacológico (a exemplo, gencitabina, carboplatina, cisplatina, entre 

outros) (CHISAKI; TERADA; YANO, 2016), apresenta baixa toxicidade na dose 

utilizada (50 mg/kg), avaliando-se parâmetros bioquímicos e hematológicos. 

Com relação a avaliação do índice dos ógãos dos animais, a observação de 

aumento no baço, um órgão linfoide de grande relevância na defesa do organismo 

(SILVA et al., 2018b), dá indícios de uma imunoestimulação, todavia, esse valor 

isoladamente não permite que se chegue a conclusões, uma vez que não houve 

alteração nos parâmetros hematológicos. 

Dentre os principais problemas e incômodos relacionados ao indivíduo com 

câncer encontra-se a dor, que é caracterizada como um dos sintomas mais comuns. 

Além disso, em cerca de metade dos indivíduos, o tratamento não é adequado, 

representando desta forma, a causa mais frequente de incapacidade destes 

pacientes (HABBERSTAD et al., 2018). 

O fator que motivou as pesquisas para investigação da atividade 

antinociceptiva do ACS-AZ consistiu no fato de que derivados acridínicos 

apresentam diversas atividades biológicas, dentre estas, atividade analgésica em 

modelos experimentais (SONDHI et al., 2004). Então, considerando que a dor 

tumoral é um grande desafio na melhora da qualidade de vida dos indivíduos com 

câncer, foi investigado se o ACS-AZ teria, além de potente atividade antitumoral, 

também atividade antinociceptiva.  

Inicialmente, para descartar a possibilidade de efeitos relaxantes ou 

neurotóxicos que afetassem a coordenação motora dos animais, o que caracteriza 

resultados falso-positivos nos testes de nocicepção, realizou-se o teste do rota rod.  
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O teste do rota-rod é utilizado para avaliação da coordenação motora, 

intoxicação, sedação e força, uma vez que avalia a integridade do sistema motor, 

permitindo detectar enfraquecimento neurológico, incluindo ataxia e relaxamento 

muscular, efeitos característicos da neurotoxicidade (AFOLAYAN; OLUBUNMI; 

KAZEEM, 2013; FAJEMIROYE et al., 2018). 

De acordo com os resultados obtidos, é possível inferir que ACS-AZ não 

interfere na coordenação motora dos camundongos, uma vez que os animais 

submetidos ao teste supracitado, não apresentaram alteração no tempo de 

permanência na barra giratória nas observações procedidas, descartando, assim, a 

possibilidade de um efeito miorrelaxante ou neurotóxico, e permitindo, desta forma, a 

realização de testes específicos para avaliação da antinocicepção.   

O uso de vários modelos, incluindo estímulos químicos e/ou térmicos, é 

imprescindível para a detecção da atividade antinociceptiva de uma droga, uma vez 

que diferentes estímulos mimetizam diferentes tipos de dor e revelam a natureza 

antinociceptiva de uma droga teste (BERGEROT et al., 2006; BATISTA et al., 2018). 

Assim, a atividade antinociceptiva de ACS-AZ foi avaliada por modelos de 

nocicepção químico (teste da formalina) e térmico (teste da placa quente). Além 

disso, foi investigado o possível mecanismo de ação envolvido no efeito 

antinociceptivo de ACS-AZ. 

O teste da formalina utiliza um estímulo químico e é utilizado para medir a 

eficácia de agentes antinociceptivos com diferentes mecanismos de ação. Na 

primeira fase (fase neurogênica), iniciando imediatamente após a administração da 

formalina e com duração de 3 a 5 minutos, a nocicepção é atribuída a um 

mecanismo neural periférico e relacionada à estimulação química direta de fibras 

aferentes do nociceptor tipo C e, em parte, de fibras do tipo Aδ e, está associada à 

liberação de aminoácidos excitatórios, óxido nítrico e substância P. Na segunda fase 

(dor inflamatória), que começa de 15 a 20 minutos após a administração da 

formalina, a dor é atribuída a atividade inflamatória e/ou alteração central 

(FERREIRA et al., 2006; MCNAMARA, et al., 2007; MONIRUZZAMAN et al., 2015; 

DE SOUZA et al., 2018). 

A redução do tempo de lambida da pata do animal tanto na primeira quanto 

na segunda fase é característica de drogas de ação central, como os analgésicos 

opioides, enquanto que drogas de ação periférica, como os anti-inflamatórios não-
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esteroidais e glicocorticoides, causam inibição apenas da segunda fase (FARSAM et 

al., 2000; ADEYEMI; OKPO; OKPAKA, 2004; MANSOURI et al., 2014). 

Considerando que o ACS-AZ foi capaz de diminuir significativamente o tempo 

de lambida da pata dos animais nas duas fases do teste, pode-se inferir que o 

composto pode atuar tanto na dor neurogênica quanto em processos inflamatórios. 

Tais resultados assemelharam-se aos obtidos para a morfina, opióide de ação 

central utilizada como padrão.  

A morfina é o analgésico opioide caracterizado como protótipo do grupo. 

Geralmente, os opiáceos atuam em três receptores opioides (δ, κ e μ) que 

pertencem à família dos receptores acoplados à proteína Gi/Go, promovendo a 

abertura de um tipo específico de canais de potássio (K+), os canais de K+ acoplados 

à proteína G (GIRK’s), e desta forma, inibem a abertura dos canais de cálcio 

controlados por voltagem (VGCC’s), levando à redução na excitabilidade neuronal 

no sistema nervoso central para aliviar a dor. Embora a morfina tenha sido 

considerada um agente pioneiro de alívio da dor durante séculos, este fármaco induz 

sérios efeitos indesejáveis como tolerância, depressão respiratória e dependência 

física e psicológica (YAMANAKA, 2013; ESFANDYARI et al., 2018). 

Diante disto, a indústria farmacêutica se empenha na descoberta de novas 

drogas com atividade terapêutica semelhante à morfina, mas com efeitos colaterais 

diminuídos, uma vez que esses efeitos são considerados fatores limitantes ao seu 

uso (HESS et al., 2010; VILLELA, 2018). 

Então, para confirmar se mecanismos centrais estão envolvidos no efeito 

antinociceptivo do ACS-AZ, foi utilizado o teste da placa quente, uma metodologia 

sensível e específica que utiliza um estímulo térmico que é associado à 

neurotransmissão central para a detecção de substâncias antinociceptivas de efeito 

central. Nesse teste, o estímulo térmico ativa os nociceptores (fibras C não 

mielinizadas) que transmitem a informação a regiões especificas no SNC produzindo 

uma resposta nociceptiva organizada (SULAIMAN et al., 2009; MEKONNEN et al., 

2009; BATISTA et al., 2018). 

O derivado acridínico ACS-AZ foi capaz de aumentar a latência para 

percepção do estímulo térmico em todos os tempos avaliados, confirmando o 

envolvimento de componentes centrais na antinocicepção. Este efeito é observado 

para drogas que modulam a nocicepção supraespinhal, a exemplo dos analgésicos 
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opioides (WONG et al., 1994; DASH et al., 2015). Até o momento, não existem 

relatos na literatura sobre a ação de derivados acridínicos nos modelos avaliados. 

Então, tendo sido confirmado que o ACS-AZ apresentou atividade 

antinociceptiva de ação central, partiu-se para a investigação de um possível 

mecanismo de ação envolvendo o clássico sistema opioide. Esse sistema de 

neurotransmissão participa tanto da modulação quanto da percepção da sensação 

dolorosa (VILLELA, 2018). 

Para tanto, os animais foram novamente submetidos ao teste da formalina, 

onde alguns grupos receberam o pré-tratamento com o antagonista opioide não-

seletivo naloxona. A naloxona é uma das drogas antagonistas do sistema opioide, 

inibindo os efeitos de drogas analgésicas, como a morfina, e a indução de analgesia 

por ser antagonista competitivo para receptores µ e para os receptores δ, sendo 

menos acentuado em comparação com os receptores µ (ESFANDYARI et al., 2018). 

Em relação a tal metodologia, verificou-se que, em ambas as fases do teste 

da formalina, o efeito antinociceptivo do ACS-AZ foi revertido pelo bloqueio prévio 

dos receptores opioides com o uso de naloxona, o que indica participação da via 

opioide nesta resposta. 

Desta forma, para detarminar se o ACS-AZ atua via receptor específico μ1, foi 

utilizada a naloxonazina, um antagonista específico do receptor opióide μ1 

(TAMADDONFARD; ERFANPARAST, 2017). Foi observada a reversão parcial do 

efeito antinociceptivo em ambas as fases do teste da formalina, o que sugere 

envolvimento, pelo menos em parte, dos receptores μ1 neste mecanismo. 

Esse trabalho apresenta, em conjunto, o potencial farmacológico do derivado 

acridínico ACS-AZ, relacionado à sua potente atividade antitumoral via mecanismos 

antiangiogênicos e antioxidantes, bem como, potente efeito antinociceptivo mediado 

pela via opioide, com envolvimento de receptores μ1 neste mecanismo, além da 

caracterização de possíveis efeitos tóxicos decorrentes de sua administração, o que 

subsidiam a realização de testes pré-clínicos adicionais na perspectiva de contribuir 

com o estudo de novos candidatos a fármacos antitumorais e paralelamente, 

analgésicos. 
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8 CONCLUSÃO 

 

De acordo com os estudos realizados, pode concluir que o derivado acridínico 

ACS-AZ: 

 

 Apresentou moderada toxicidade aguda, quando administrado por via 

intraperitoneal em camundongos; 

 

 Não apresentou genotoxicidade in vivo; 

 

 Apresentou potente atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma 

ascítico de Ehrlich; 

 

 Exerceu seu efeito antitumoral por mecanismos antiangiogênicos, 

imunomoduladores e antioxidantes; 

 

 Apresentou baixa toxicidade in vivo, em animais com CAE submetidos ao 

tratamento farmacológico de doses repetidas (sete dias); 

 

 Apresentou potente atividade antinociceptiva; 

 

 Exerceu seu efeito antinociceptivo mediado pela via opioide, com 

envolvimento de receptores μ1. 
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ANEXO A – Fluxograma de realização do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial de 300 mg/kg 

 

Fonte: OECD. Test Nº 423: Acute oral toxicity – acute toxic class method, 2001.
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ANEXO B- Triagem Farmacológica Comportamental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ALMEIDA et al. (1999). 

 

ATIVIDADE FARMACOLÓGICA 

Quantificação dos efeitos 

(0) sem efeito, (-) efeito diminuído, (+) efeito presente, (++) efeito intenso 

 0 min 15 min 30 min 60 min 4 h 

1 – SNC      

a – Estimulante      

Hiperatividade      

Irritabilidade      

Agressividade      

Tremores      

Convulsões      

Piloereção      

Movimento intenso das vibrissas      

Outras_____________________      

b – Depressora      

Hipnose      

Ptose      

Sedação      

Anestesia      

Ataxia      

Reflexo do endireitamento      

Catatonia      

Analgesia      

Resposta ao toque diminuído      

Perda do reflexo corneal      

Perda do reflexo auricular      

c – Outros comportamentos      

Ambulação      

Bocejo excessivo      

Limpeza      

Levantar      

Escalar      

Vocalizar      

Sacudir a cabeça      

Contorções abdominais      

Abdução das patas do trem posterior      

Pedalar      

Estereotipia      

2 - SN AUTÔNOMO      

Diarréia      

Constipação      

Defecação aumentada      

Respiração forçada      

Lacrimejamento      

Micção      

Salivação      

Cianose      

Tônus muscular      

Força para agarrar      

3 – MORTE      
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