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RESUMO 

A nanomedicina consiste na utilização de nanomateriais no desenvolvimento de 
novas modalidades terapêuticas e de diagnóstico. Todavia, apesar das vantagens e 
diferentes aplicações das nanopartículas, estas também possuem potenciais efeitos 
tóxicos que devem ser devidamente avaliados antes de sua utilização. Óxidos de 
metais e, em especial, nanopartículas de óxido de metais possuem várias 
aplicações. Dentre eles o óxido de zinco e nanopartículas de óxido de cério já 
demonstraram diversas atividades farmacológicas tanto de forma isolada, quanto em 
associação entre si. Especialmente para nanopartículas de óxido de cério, vários 
estudos mostram seu potencial antitumoral. O câncer é uma doença genética 
complexa que constitui um importante problema de saúde pública em todo mundo, 
sendo uma das principais causas de morte no Brasil. Esse trabalho teve como 
objetivo avaliar a toxicidade e atividade antitumoral in vivo de nanopartículas de 
óxido de cério associadas ao óxido de zinco (NCZ). Inicialmente foi avaliada a 
toxicidade pré-clínica aguda, por via oral, com estimativa de DL50 para NCZ acima 
de 2000 mg/kg sendo, portanto, a amostra considerada de baixa toxicidade nas 
condições experimentais avaliadas. Em seguida foi realizada a avaliação da 
toxicidade pré-clínica de doses repetidas (28 dias) de NCZ, por via oral. O 
tratamento resultou em diminuição significativa no consumo de água e ração, ureia, 
índice do timo e tempo de auto-limpeza e levantamentos, assim como resultou em 
um aumento significativo na atividade enzimática de ALT e AST, contagem total de 
leucócitos e ambulação. No estudo de toxicidade aguda por via intraperitoneal de 
NCZ a DL50 foi estimada em torno de 300 mg/kg possibilitando a escolha das doses 
a serem utilizadas no estudo de atividade antitumoral. NCZ apresentou significante 
atividade antitumoral em modelo de Carcinoma Ascítico de Ehrlich (CAE) nas doses 
de 10, 20 e 40 mg/kg, considerando os parâmetros massa e volume tumoral, bem 
como total celular. Na investigação de seu mecanismo de ação foi observado que 
NCZ aumentou a percentagem de células na fase sub-G1, reduziu a microdensidade 

vascular peritoneal, bem como aumentou a concentração de IL-1, IL-10, TNF- e 

IFN-. Foi avaliada ainda, a toxicidade de NCZ nos animais com CAE submetidos ao 
tratamento antitumoral de nove dias, sendo observada uma diminuição significativa 
no consumo de ração e na concentração sérica de ureia, assim como resultou em 
aumento significativo na atividade da ALT, concentração sérica de creatinina e 
hemoglobina corpuscular média. De acordo com os resultados obtidos, é possível 
inferir que NCZ apresenta baixa toxicidade e significante atividade antitumoral in vivo 
com mecanismo de ação provavelmente relacionado a uma interferência na 
progressão do ciclo celular com indução de apoptose, aumento da resposta imune 
antitumoral e ação antiangiogênica. 
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ABSTRACT 

Nanomedicine is the use of nanomaterials in developing new therapeutic and 
diagnostic procedures. However, despite the advantages and different applications of 
nanoparticles, they also have potential toxic effects that should be properly assessed 
before use. Metal oxides and, in particular, metal oxide nanoparticles have many 
applications. Among them, cerium oxide nanoparticles and zinc oxide have shown 
different pharmacological activities, both alone, and in combination with each other. 
Cancer is a complex genetic disease which is a major public health problem 
worldwide, one of the leading causes of death in Brazil. This study aimed to evaluate 
the toxicity and antitumor activity in vivo of cerium oxide nanoparticles and zinc oxide 
association (NCZ). Initially it was evaluated the acute preclinical toxicity orally with 
estimated NCZ LD50 above 2000 mg/kg, therefore, the sample is considered to have 
low toxicity in our experimental conditions. Subsequently it was performed the 
evaluation of repeated doses toxicity study (28 days) of NCZ by oral route. The 
treatment resulted in a significant decrease in the consumption of water and feed, 
significant increase in enzyme activity of ALT and AST, significant decrease of urea, 
significant increase in the total white blood cell count, significant decrease in thymus 
index, significantly increased of ambulation and a decrease in time of self-cleaning 
and withdrawals. The study of acute toxicity by intraperitoneal route, the LD50 of 
NCZ was estimated at about 300 mg/kg enabling the choice of doses to be used in 
the study of antitumor activity. NCZ showed significant antitumor activity in Ehrlich 
ascites carcinoma model (EAC) at doses of 10, 20 and 40 mg/kg, considering the 
mass, tumor volume and total cell parameters. In the investigation of its mechanism 
of action was observed that NCZ increased the percentage of cells in sub-G1 phase, 
decreased microvessel peritoneal vascular, as well promoted an increased in the 

concentration of IL-1, IL-10, TNF- and IFN-. It was also evaluated the toxicity of 
NCZ in animals with EAC submitted to antitumor treatment for nine days. It was 
observed a significant decrease in feed intake, significant increase in ALT activity, 
significant decrease in serum urea concentration, significant increase in serum 
creatinine and significant increase in the mean corpuscular hemoglobin. According to 
the results, we can infer that NCZ has low toxicity and significant antitumor activity in 
vivo with mechanism of action probably related to interference with the progression of 
the cell cycle, inducing apoptosis, increased immune response and antiangiogenic 
action. 

 

 

 

Keywords: Zinc oxide. Cerium oxide. Nanoparticles. Toxicity. Antitumor activity. 
Ehrlich ascites carcinoma. 
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1 INTRODUÇÃO 

A nanotecnologia tem se tornado o principal foco da pesquisa biomédica nos 

últimos anos. Nanopartículas possuem propriedades físico-químicas únicas, quando 

comparadas com suas macropartículas de mesma composição, o que lhe oferece 

uma melhora significativa em mais de uma dúzia de campos de atuação, incluindo a 

área automotiva, de construção, eletrônica, engenharia, alimentos e bebidas, 

indústria textil, química e cosmética, energia ambiental, esporte e área residencial e 

militar (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). 

Este argumento, juntamente com o potencial das aplicações tecnológicas 

desses nanomateriais, tem sido responsável por um investimento, da ordem de 

trilhões de dólares, por parte de governos e indústrias em todo o mundo 

(SANTOS, 2013). 

A aplicação da nanotecnologia na área de saúde, conhecida como 

nanomedicina, envolve o uso de nanomateriais no desenvolvimento de novas 

modalidades terapêuticas e de diagnóstico. Isso inclui a utilização de nanopartículas 

em sistemas de liberação de drogas, biomarcadores luminescentes, engenharia de 

órgãos e tecidos, assim como os nanomedicamentos que têm emergido como uma 

nova opção de tratamento (GAO et al., 2014).  

Todavia, apesar das vantagens e diferentes aplicações das nanopartículas, 

elas também possuem potenciais efeitos tóxicos que devem ser devidamente 

avaliados antes de sua utilização, área essa chamada de nanotoxicologia (MITTAL; 

PANDEY, 2014). Materiais produzidos em nanoescala podem levar a efeitos 

biológicos in vivo completamente diferentes quando comparados aos efeitos 

produzidos pelo material convencional de composição química idêntica e na mesma 

quantidade (ZHAO et al., 2014). De fato, alguns nanomateriais que foram 

previamente considerados biocompatíveis devido à segurança do material 

convencional, mostraram potencial toxicidade (AILLON et al., 2009). 

Óxidos de metais e, em especial, nanopartículas de óxido de metais possuem 

várias aplicações. Dentre eles o óxido de zinco e as nanopartículas de óxido de cério 

já demonstraram diferentes atividades farmacológicas tanto de forma isolada, quanto 

em associação entre si. As nanopartículas de óxido de cério associadas ao óxido de 

zinco vem sendo testado na área odontológica, apresentando resultados 

promissores, uma vez que esses compostos, quando utilizados em associação 
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apresentaram atividade antimicrobiana mais potente do que a da associação do 

óxido de zinco com eugenol, combinação esta, tradicionalmente utilizada na prática 

odontológica (SANTOS, 2013). No entanto, apesar da atividade antimicrobiana 

apresentada pelas nanopartículas de óxido de cério associadas ao óxido de zinco, 

pouco se sabe sobre a toxicidade de associação, necessitando, portanto, de estudos 

nessa área.  

Além da significativa atividade antimicrobiana apresentada pela associação 

em questão, outra atividade biológica de extrema importância apresentada por 

nanopartículas de óxido de cério, dentre tantas outras já descritas, é a atividade 

antitumoral em diferentes modelos experimentais (ALILI et al., 2011; 

ALILI et al., 2013; CHENG et al., 2013; GIRI et al., 2013; SACK et al., 2014; 

WASON et al., 2013).  

O câncer é uma doença caracterizada pela multiplicação e proliferação 

descontrolada de células geneticamente alteradas, sendo uma das principais causas 

de morte no Brasil. Estimativas apontam que a cada três pessoas, uma 

desenvolverá câncer em algum momento de sua vida (THORLEY; TETLEY, 2013). 

Terapias convencionais, incluindo intervenções cirúrgicas, radioterapia e 

quimioterápicos, são muitas vezes ineficazes na cura da doença (GAO et al., 2014). 

Além disso, os efeitos colaterais da terapia antineoplásica bem como o 

desenvolvimento de resistência aos diferentes tratamentos são limitações 

frequentemente observadas no tratamento dessa doença. Diante desse contexto e 

tendo em vista o rápido desenvolvimento da nanociência, diferentes medicamentos 

em nanoescala têm sido desenvolvidos para o tratamento do câncer. 

Sabendo-se da necessidade de avaliação da toxicidade de nanoestruturas, 

cujos dados nessa área ainda são limitados, incluindo de nanopartículas de óxido de 

cério incorporadas em óxido de zinco a fim de promover sua utilização segura na 

odontologia, tendo em vista a necessidade da avaliação do potencial farmacológico 

de nanopartículas, em especial as de óxido de cério, e sabendo-se da necessidade 

de se encontrar alternativas terapêuticas para o tratamento do câncer com maior 

seletividade de ação e menor toxicidade, esse trabalho se propôs a avaliar a 

toxicidade de nanopartículas de óxido de cério incorporadas em óxido de zinco, bem 

como, sua atividade antitumoral in vivo. 
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2.1 Câncer: etiologia, epidemiologia e tratamento 

 

O câncer é um termo genérico utilizado para definir um conjunto de doenças 

genéticas complexas, que resultam de alterações simultâneas em genes geralmente 

relacionados à proliferação, diferenciação e morte celular (BRASIL, 2015). 

O processo de transformação de uma célula saudável em célula tumoral 

geralmente é resultado de um processo multifatorial, que inclui a interação de fatores 

genéticos e três categorias de agentes externos: carcinógenos físicos (como 

ultravioleta e radiação ionizante), carcinógenos químicos (como vários constituintes 

da fumaça do cigarro ou contaminantes de água e alimentos) e carcinógenos 

biológicos (como infecções por determinados vírus, bactérias e parasitas) 

(WHO, 2010). 

De acordo com o comportamento biológico os tumores podem ser 

classificados em benignos e malignos. Os tumores benignos tendem a apresentar 

crescimento lento e expansivo, determinando a compressão dos tecidos vizinhos, o 

que leva a formação de uma pseudocápsula fibrosa. Já nos casos dos tumores 

malignos, o crescimento é rápido, desordenado, destrutivo e infiltrativo, levando à 

formação de metástases, sem formação da pseudocápsula fibrosa (BRASIL, 2003; 

COOPER, 2000).  

Outra diferença observada entre tumores benignos e malignos é a estrutura 

orgânica do tecido tumoral. Todas as estruturas orgânicas apresentam um 

parênquima, representado pelas células em atividade metabólica ou duplicação, e 

um estroma, representado pelo tecido conjuntivo vascularizado, cujo objetivo é dar 

sustentação e nutrição ao parênquima. Os tumores benignos, por exibirem 

crescimento lento, possuem um estroma e uma rede vascular adequada. No caso 

dos tumores malignos, devido à rapidez e desorganização do crescimento, pela 

capacidade infiltrativa e pelo alto índice de duplicação celular, eles apresentam uma 

desproporção entre o parênquima tumoral e o estroma vascularizado, acarretando 

em áreas de necrose e hemorragia, de grau variável com a velocidade do 

crescimento e a “idade” do tumor. O parênquima tumoral exibe grau variado de 

células, as dos tumores benignos, que são semelhantes e reproduzem o aspecto 

das células do tecido que lhes deu origem, são denominadas bem diferenciadas. As 

células dos tumores malignos perderam estas características, tem graus variados de 
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diferenciação e, portanto, guardam pouca semelhança com as células que as 

originaram e são denominadas pouco diferenciadas (BRASIL, 2003; 

COOPER, 2000).  

Adicionalmente, os tumores benignos podem diferir dos malignos pelo número 

de mitoses no tecido tumoral. Este, expressa a atividade da divisão celular, ou seja, 

quanto maior a atividade proliferativa de um tecido, maior será o número de mitoses 

verificadas. Quanto mais diferenciado for o tumor, menor será o número de mitoses 

observadas e menor a agressividade do mesmo. Nos tumores benignos, as mitoses 

são raras e tem aspecto típico, enquanto que nas neoplasias malignas elas são em 

maior número e atípicas. Por fim, outra característica que diferencia tumores 

benignos de malignos é antigenicidade. As células dos tumores benignos, por serem 

bem diferenciadas, não apresentam a capacidade de produzir antígenos. Já as 

células malignas, pouco diferenciadas, tem essa propriedade (BRASIL, 2003; 

COOPER, 2000). 

O termo câncer está relacionado ao desenvolvimento de um tumor maligno. 

As células cancerígenas são reconhecidas por apresentarem uma série de 

características específicas que incluem: instabilidade do genoma, sinalização auto-

sustentada para proliferação celular, não responsividade a sinais supressores de 

crescimento, resistência à morte celular programada, imortalidade na replicação 

celular, indução de angiogênese, invasão e metástases, reprogramação do 

metabolismo energético e evasão da destruição pelo sistema imune (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

Uma das principais características das células tumorais é a habilidade de 

sustentar uma proliferação crônica. Isso ocorre de forma contrária em tecidos 

normais, que controlam cuidadosamente a produção e liberação de sinais de 

crescimento, fazendo com que a célula progrida no ciclo de crescimento e divisão 

celular, permitindo a homeostase do organismo e mantendo a arquitetura e função 

normal dos tecidos (CHENG et al., 2008).  

As células tumorais são capazes de sustentar os sinais de proliferação celular 

de diferentes maneiras: por meio da auto-produção de fatores de crescimento que 

se ligam a receptores presentes em suas membranas celulares resultando em uma 

estimulação proliferativa autócrina; por meio de sinais estimulatórios para células 

sadias presentes no estroma peritumoral, as quais respondem produzindo vários 

fatores de crescimento (HANAHAN; WEINBERG, 2011); por meio do aumento do 
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número de receptores para fatores de crescimento expressos na superfície da 

célula, tornando-as hiper-responsivas a quantidades adequadas de fatores de 

crescimento, ou ainda, quando as células tumorais apresentam alterações 

estruturais nos receptores para fatores de crescimento permitindo que eles sejam 

ativados independente de ligação do ligante. A independência de fatores de 

crescimento também pode derivar de uma ativação constitutiva de componentes da 

via de sinalização (GUEMBAROVSKI; CÓLUS, 2008; HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

Outra característica das células tumorais é a capacidade de evasão de 

programas que regulam negativamente o ciclo celular. Muitos desses programas 

dependem das ações de genes supressores de tumor. Os principais produtos 

desses genes são a proteína retinoblastoma (RB) e as proteínas p53. A RB integra 

sinais de várias fontes intra e extracelulares e, em resposta, decide se a célula deve 

progredir ou não no ciclo de crescimento e divisão celular. Assim, células tumorais 

com uma RB defeituosa e não funcional apresentam proliferação celular persistente. 

Já as proteínas p53 recebem sinais intracelulares, monitorando a ocorrência de 

condições adversas no processo de proliferação celular, como danos ao genoma, 

níveis de glicose, oxigênio, dentre outros. Uma vez que não haja condições 

propícias para a replicação celular, as mesmas podem parar o processo de 

proliferação até que as condições sejam normalizadas, ou dependendo do caso 

ativar o processo de apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

O conceito de que a morte celular programada por apoptose atua como uma 

barreira natural para o câncer foi estabelecido por diversos estudos realizados nas 

últimas duas décadas (ADAMS; CORY, 2007; EVAN; LITTLEWOOD, 1998; 

LOWE et al., 2004). A elucidação do circuito de sinalização que atua no processo 

apoptótico revelou como a apoptose é iniciada em resposta a vários estresses 

fisiológicos que as células tumorais estão expostas durante a tumorigênese ou como 

resultado da terapia anticâncer. Desequilíbrios nessa sinalização estão presentes 

em células tumorais como resultado de níveis elevados de sinalização de 

oncogenes, e danos no DNA relacionados à hiperproliferação (ADAMS; 

CORY, 2007; LOWE et al., 2004). As células tumorais desenvolvem uma variedade 

de estratégias capazes de limitar ou burlar a apoptose, a mais comum é a perda da 

função da proteína supressora tumoral TP53, eliminando essa molécula essencial do 

circuito indutor de apoptose. Alternativamente, as células podem aumentar a 
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expressão de proteínas anti-apoptóticas, como é o caso das proteínas Bcl-2 e a Bcl-

XL, ou diminuir a expressão de proteínas pró-apoptóticas, como a Bax, Bak, dentre 

outras (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

As células tumorais possuem um potencial replicativo ilimitado, característica 

essa não observada em células normais, as quais sofrem apenas alguns ciclos de 

crescimento e divisão. Essa limitação que uma célula sadia tem, vem sendo 

associada a duas barreiras distintas para a proliferação: senescência, que é a 

entrada da célula em um estado não replicativo porém viável, e crise, que envolve 

morte celular. Em raras ocasiões, uma célula normal passa por essa última barreira 

adquirindo potencial replicativo ilimitado, termo conhecido por imortalização, comum 

para células neoplásicas (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

O desenvolvimento e a proliferação das células durante o crescimento normal 

e fisiológico dependem diretamente do adequado suprimento de oxigênio e de 

fatores de crescimento, além da retirada de resíduos tóxicos que poderiam 

comprometer a sobrevida celular. Desde a década de 1950 já se sabe que a difusão 

radial do oxigênio em tecidos sólidos ocorre em apenas 150 a 200 µm a partir dos 

capilares. Sem adequado suprimento vascular além desse limite, há morte celular. 

Assim, a angiogênese, crescimento de novos vasos sanguíneos em tecidos, é um 

processo natural durante o desenvolvimento embrionário/fetal (organogênese) e em 

situações de anabolismo fisiológico (como por exemplo, na cicatrização) (GACCHE; 

MESHRAM, 2013).  

Da mesma forma que em situações fisiológicas, a angiogênese também pode 

ser induzida por células tumorais a fim de fornecer à massa crescente do tumor 

nutrientes e oxigênio, para sobrevivência e crescimento (AGRAWAL et al., 2011; 

FERREIRA; ROCHA, 2004).  

Assim, outra característica comum entre as células neoplásicas é seu poder 

de invasão ativa e metástase. O processo de invasão de tecidos adjacentes ao 

tumor e a dispersão das células para outras regiões do corpo ocorre em várias 

etapas que envolvem uma sucessão de várias alterações biológicas celulares, 

iniciando com invasão local, em seguida com células tumorais atravessando as 

paredes de vasos sanguíneos e linfáticos e alcançando a luz dos mesmos até 

alcançar o parênquima de tecidos distantes (extravasamento) levando à formação 

de pequenos nódulos tumorais (micrometástases) e finalmente o crescimento dos 
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mesmos até a formação de tumores macroscópicos (FIDLER, 2003; TALMADGE; 

FIDLER, 2010). 

A proliferação celular crônica e descontrolada que representa a essência das 

neoplasias envolve não só o descontrole da divisão celular, relacionadas à 

instabilidade do genoma, mas também outras características específicas, descritas 

pela primeira vez por Hanahan; Weinberg (2011). Dentre estas se incluem os ajustes 

correspondentes no metabolismo energético a fim de suprir o crescimento e divisão 

celular. As células tumorais possuem uma anomalia no metabolismo energético de 

tal forma que elas podem aumentar a captação e utilização da glicose e, portanto, a 

produção de energia.  

A outra característica recentemente descrita baseia-se em evidências 

científicas que sugerem que o sistema imune opera como uma barreira à formação e 

progressão tumoral, no entanto, as células tumorais podem escapar dessa vigilância 

imunológica desativando componentes do sistema imune, por meio da secreção de 

fatores imunossupressores ou pelo recrutamento de células inflamatórias, ambas as 

ações levando à supressão da função de linfócitos citotóxicos (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

Segundo relatório da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC) 

da Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2012, foram registrados 14,1 milhões 

de novos casos de câncer e um total de 8,2 milhões de mortes por câncer, em todo 

o mundo. As estimativas futuras indicam que essa incidência e mortalidade 

continuarão aumentando, chegando em 2030 a 21,4 milhões de novos casos e 13,2 

milhões de mortes em todo mundo. No Brasil as estimativas de 2015 apontam para 

a ocorrência de quase 600 mil novos casos (BRASIL, 2014). Dessa forma, as 

doenças tumorais neoplásicas vêm sendo indicadas como a segunda causa mortis 

mais frequente no Brasil, e juntamente com as doenças cardiovasculares e causas 

externas são responsáveis por 73% dos óbitos brasileiros (ALAPATI et al., 2012; 

MACHADO; MELO-JUNIOR, 2009). 

Diferentes abordagens podem ser utilizadas para o tratamento do câncer. 

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (NCI) dos Estados Unidos, para o 

tratamento da doença pode ser usada quimioterapia, imunoterapia, radioterapia, 

cirurgia, transplante de medula óssea, inibidores de angiogênese, terapia 

fotodinâmica e a laser e criocirurgia ou crioterapia. Em muitos casos, é necessário 

combinar mais de uma modalidade e mesmo assim, nem sempre estes métodos de 
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tratamento são úteis e os resultados clínicos aceitáveis (SAFARZADEH; 

SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Por se tratar de uma doença com elevado 

índice de mortalidade, vários esforços estão sendo feitos na busca de novos agentes 

antineoplásicos.  

Novas estratégias vêm sendo estudadas na pespectiva de solucionar 

problemas da quimioterapia antineoplásica, como a baixa concentração de 

antineoplásicos em tumores, toxicidade sistêmica (EDMONSON et al., 2002; 

EXTERMANN et al., 2002; MA et al., 2002; TSALIC et al., 2003), ausência de 

seletividade para células tumorais, e o aparecimento de células tumorais resistentes 

aos quimioterápicos (PUSZTAI et al., 1998; BLAGOSKLONNY, 1999; KRISHNA; 

MAYER, 1997; FRACASSO et al., 2000). 

Os antineoplásicos são fármacos quase tão heterogêneos (quando 

consideradas suas características químicas e mecanismos farmacológicos) quanto 

os tumores envolvidos (ALMEIDA et al., 2005). Os principais agentes 

antineoplásicos podem ser divididos em: 1) agentes citotóxicos, 2) hormônios e 3) 

agentes diversos.  

Os fármacos citotóxicos inibem a divisão celular. Estes, por sua vez, podem 

ser divididos em: i) agentes alquilantes, que atuam através da formação de ligações 

covalentes com o DNA, impedindo, assim, a sua replicação, seu principal efeito é 

observado durante a síntese de DNA e o dano provocado desencadeia o processo 

de apoptose. Dentre os principais agentes alquilantes estão as mostardas 

nitrogenadas (ex: ciclofosfamida) e as nitrosuréias (ex: lomustina); ii) 

antimetabólitos, fármacos que bloqueiam ou subvertem uma ou mais vias 

metabólicas envolvidas na síntese do DNA, podem ser classificados como 

antagonistas do folato (ex: metotrexato), análogos da pirimidina (ex: 5-fluorouracil) 

ou análagos da purina (ex: mercaptopurina); iii) antibióticos citotóxicos, substâncias 

de origem microbiana que impedem a divisão das células nos mamíferos, produzem 

seus efeitos principalmente através de ação direta sobre o DNA (ex: doxorrubicina); 

iv) derivados vegetais, atuam nos microtúbulos, alterando a função dos mesmos e, 

por conseguinte, a formação do fuso mitótico (ex: vincristina e vinblastina) 

(BRANDÃO et al., 2010). 

Os tumores derivados de tecidos sensíveis a hormônio podem ser hormônio-

dependentes. Assim, seu crescimento pode ser inibido por hormônios com ações 

opostas, por antagonistas de hormônios ou por agentes que inibem a síntese dos 
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hormônios relevantes. No tratamento de tumores desses tecidos podem ser 

utilizados hormônios ou análogos de hormônios, dentre eles podemos citar os 

glicocorticoides para leucemias e linfomas, o tamoxifeno para tumores de mama, 

análogos do hormônio de liberação das gonadotrofinas para tumores de próstata e 

de mama, antiandrógenos para câncer de próstata e inibidores da síntese de 

hormônios sexuais para o câncer de mama pós-menopáusico (LEAL; CUBERO; 

GIGLIO, 2010). 

Outras classes de fármacos têm sido utilizadas para o tratamento de 

diferentes tipos de câncer. Dentre estes podem ser citados os inibidores da 

angiogênese, processo este essencial para o desenvolvimento e disseminação de 

tumores sólidos e hematológicos. O primeiro fármaco anti-angiogênico aprovado 

pela Food and Drug Administration (FDA) foi o bevacizumab, um anticorpo 

monoclonal humanizado direcionado contra o Fator de Crescimento de Endotélio 

Vascular (VEGF), utilizado atualmente para tratamento de tumores metastáticos de 

pulmão, mama, rins e coloretal (GIULIANO; PAGÈS, 2013).  

Outra classe inclui os agentes biorredutíveis, compostos como a 

mitomicina C, misonidazol e tirapazamina, que necessitam de ativação metabólica 

para gerar metabólitos citotóxicos, processo este facilitado pela condição de hipóxia 

presente frequentemente nas células mais profundas nos tumores sólidos 

(OLIVEIRA; ALVES, 2002).  

Anticorpos monoclonais, ao se ligarem aos seus alvos específicos, podem ser 

usados como moduladores agonistas ou antagonistas de vias de sinalização celular 

estabilizando, diminuindo ou mesmo inibindo a proliferação celular ou induzindo a 

sua morte (MCCARRON et al., 2005; ANDRADY et al., 2011). Eles também podem 

atuar por meio da ativação de uma resposta imune antitumoral 

(REMER et al., 2015). Assim, os anticorpos representam uma promissora classe de 

fármacos em desenvolvimento contra o câncer.  

O primeiro anticorpo monoclonal (mAb - monoclonal antibody) aprovado pelo 

FDA para o tratamento de um tumor foi o Rituximab, um mAb quimérico anti-CD20 

IgG1, específico para o antígeno de superfície CD20, presente em neoplasias 

linfoides de células B como a leucemia linfoide crônica e linfomas não-Hodgkin de 

células B, resistentes a quimioterapia convencional (ORTIN 2005; ECCLES 2001; 

KLIMM et al., 2005; ANDRADY et al., 2011; KAUMAYA; FOY, 2012). Este foi 

seguido por outros mAbs como o trastuzumab, contra HER2 (receptor 2 do fator de 
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crescimento epidérmico humano), utilizado para tratar pacientes com câncer de 

mama expressando o antígeno HER2/neu, cetuximab específico contra o receptor 

do fator de crescimento epidérmico (FCE) (STROME et al., 2007), e panitumumab, 

que se liga ao FCE e é útil para o tratamento de pacientes com câncer colorretal que 

possuem um aumento na expressão de FCE (RUTHANN et al., 2007; 

AURISICCHIO et al., 2012).  

Apesar do grande progresso na terapia do câncer, como demonstrado pela 

ampla diversidade farmacológica surgida nos últimos anos, muitos tumores ainda 

são de difícil remissão (RIVA et al., 2012). Considerando ainda que o número de 

pessoas acometidas com a doença aumenta progressivamente no mundo inteiro, há 

um interesse crescente na pesquisa e desenvolvimento de produtos com atividade 

antitumoral, de fácil administração, alta eficácia e com poucos ou insignificantes 

efeitos colaterais (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Diante desse cenário, a aplicação 

da nanotecnologia está cada vez mais em evidência (MOGHIMI; 

FARHANGRAZI, 2014). 

 

 

2.2 Nanomedicina e o câncer 

 

A nanotecnologia pode ser definida como um campo científico multidisciplinar 

baseado no desenvolvimento, na caracterização, na produção e na aplicação de 

estruturas, dispositivos e sistemas com tamanho em escala nanométrica 

(HUBBS et al., 2013). 

Nanopartículas e nanomateriais são termos genéricos que englobam uma 

gama de estruturas nanométricas, as quais podem ser sintetizadas com diferentes 

formas e tamanhos. Embora a definição acordada para nanomateriais afirme que 

uma nanopartícula deve ser menor que 100 nm, isto é uma definição arbitrária e na 

área da nanomedicina o termo nanopartículas é mais flexível e inclui partículas de 

até 1 µm (THORLEY; TETLEY, 2013). 

Em todo o mundo, empresas estão investindo substancialmente para o 

desenvolvimento de nanotecnologias em diversas áreas. Como resultado, o 

mercado de nanotecnologia atingiu cerca de $147 bilhões em 2007 e deverá atingir 

cerca de $3,1 trilhões em 2015 (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). 

Mundialmente, o crescimento da nanotecnologia é exponencial, e isso pode ser 
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confirmado avaliando-se o número de patentes e de publicações na área (FLYNN; 

WEI, 2005). O rápido desenvolvimento da nanotecnologia tem proporcionado um 

aumento significativo de novos nanomateriais a serem utilizados em diferentes 

áreas, incluindo a área da saúde, alimentos, transporte, energia, eletrônica, entre 

outras (GRILLO; ROSA; FRACETO, 2014). 

A nanomedicina, ou seja, a aplicação clínica de nanomateriais, é um 

importante campo de pesquisa, uma vez que as nanopartículas podem oferecer 

avanços promissores no tratamento de muitas doenças, seja atuando como um 

fármaco em si, mas também, sendo utilizadas no diagnóstico, no transporte de 

fármacos, como veículos que aumentam a eficácia e/ou diminuem a toxicidade in 

vivo de agentes terapêuticos, na proteção de compostos da inativação antes de 

atingirem o local de ação, para facilitar a captação celular do fármaco, na detecção 

de alterações moleculares causadoras de doenças, dentre outras 

funções (FAROKHZAD; LANGER, 2006; SACK et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2005) 

A produção de nanomateriais para aplicações clínicas não é um fato recente, 

lipossomos, por exemplo, foram desenvolvidos há mais de 30 anos e são utilizados 

até hoje em vários medicamentos de uso clínico. No entanto, nos últimos anos a 

nanomedicina vem evoluindo de tal maneira que estruturas mais complexas estão 

sendo produzidas, capazes de serem direcionadas a tecidos específicos, possuindo 

mecanismos de liberação controlada de fármacos e capazes de permanecerem por 

mais tempo no organismo (THORLEY; TETLEY, 2013). 

As nanopartículas tem impactado de forma considerável o tratamento de 

vários tipos de câncer, conforme evidenciado por várias nanoestruturas com 

atividade antitumoral e sistemas de liberação de fármacos já em uso clínico 

(MURTHY, 2007), vários exemplos podem ser encontrados em diferentes revisões 

da literatura (ALLEN; CULLIS, 2004; DUNCAN, 2003). O primeiro 

namomedicamento com atividade antitumoral, Doxil® (doxorrubicina lipossomal), 

chegou ao mercado em 1995 e até o presente momento é o nanomedicamento mais 

vendido em todo o mundo (MOGHIMI; FARHANGRAZI, 2014). 

Existem vários tipos de antineoplásicos utilizados para tratar diferentes tipos 

de tumores, no entanto, o principal obstáculo da quimioterapia atual é a capacidade 

de se alcançar altas concentrações do fármaco no tumor sem causar sérios efeitos 

colaterais. Os avanços da nanotecnologia almejam superar esse obstáculo por meio 
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da criação de formulações que podem atacar diretamente as células tumorais 

evitando os efeitos sistêmicos (THORLEY; TETLEY, 2013). 

Um dos benefícios primários dos agentes quimioterápicos formulados em 

escala nanométrica é que eles podem tirar vantagem do desenvolvimento 

desordenado do microambiente dos tumores sólidos. Estes são conhecidos por 

terem uma drenagem linfática insuficiente e angiogênese pobremente regulada, 

levando à formação de uma vasculatura desestruturada e fraca. Esses dois fatores 

causam um fenômeno conhecido por aumentar a permeabilidade e retenção, uma 

condição fisiológica que permite às nanopartículas alcançarem e se acumularem no 

tecido tumoral (HASHIZUME et al., 2000; MATSUMURA; MAEDA, 1986; THORLEY; 

TETLEY, 2013; YUAN et al., 1995). Cellax® (paclitaxel) é um exemplo de 

quimioterápico nanoformulado usado na clínica médica que apresenta bem menos 

efeitos colaterais que sua formulação tradicional (ERNSTING et al., 2012). 

A reformulação de terapias tradicionais para a escala nanométrica também 

tem o potencial de superar a resistência dos tumores. Como exemplo pode-se citar 

um estudo recente de Wang e colaboradores (2014) que evidencia a atividade de 

nanopartículas de doxorrubicina sobre células multidroga resistentes de 

adenocarcinoma de mama.  

Já é bem conhecido que tumores são capazes de se tornar resistentes aos 

agentes antineoplásicos por uma regulação de diferentes mecanismos, dentres 

estes, a reparação de danos causados pelos fármacos ou a expressão de canais 

transportadores de múltiplas drogas reponsáveis pelo efluxo das mesmas do citosol 

(LUQMANI, 2005; PERSIDIS, 1999; THORLEY; TETLEY, 2013); assim a 

reformulação das drogas já usadas na clínica pode aumentar sua eficácia em 

tumores resistentes. 

 

 

2.3 Nanotoxicologia 

 

A nanotoxicologia destina-se a avaliar os efeitos toxicológicos de 

nanopartículas e seus produtos para determinar se, e em que medida, elas podem 

representar uma ameaça ao ambiente e a saúde humana (ZHAO et al., 2014). É, 

portanto, definida como um ramo da bionanociência que estuda a natureza e os 

mecanismos dos efeitos tóxicos de materiais/partículas em nanoescala nos sistemas 
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biológicos, enfatizando a relação entre as propriedades físico-químicas (tais como 

tamanho, superfície, composição, agregação, entre outras) com o surgimento 

desses efeitos (AI et al., 2011; EL-ANSARY; AL-DAIHAN, 2009). Ainda, a 

nanotoxicologia também inclui o estudo da prevenção e do tratamento dos efeitos 

adversos provocados pelos nanomateriais (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 

2012). Sendo assim, o conhecimento da nanotoxicologia é a base para o 

desenvolvimento de nanomateriais e nanoprodutos seguros, e consequentemente 

para o direcionamento de seu uso na nanomedicina (ZHAO et al., 2014). 

Apesar dos avanços e benefícios produzidos pela nanotecnologia, é provável 

que ela tenha se tornado uma nova fonte de risco ao ambiente e ao homem, por 

meio da inalação, ingestão ou penetração na pele de nanomateriais em ambientes 

de trabalho, ou pelo uso de produtos em escala nanométrica, incluindo aqueles com 

finalidades terapêuticas (ZHAO et al., 2014). 

Os humanos estão sendo expostos a partículas nanométricas transportadas 

pelo ar de diferentes fontes, tais como, incineradores, motores a jato, fumos de 

polímeros, motores de combustão, usinas de energia, dentre outras, as quais podem 

desencadear leves ou graves problemas de saúde. Não intencionalmente, os 

químicos/pesquisadores envolvidos na produção de nanopartículas são susceptíveis 

a inalá-las. Ainda, também pode haver inalação por parte dos usuários submetidos a 

um regime nanoterapêutico (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). Portanto, a 

exposição do meio ambiente e dos seres humanos a diferentes nanopartículas faz 

com que, apesar da grande utilidade desses materiais, a avaliação de sua toxicidade 

seja imprescindível. 

Dados recentes da literatura mostram o aumento quase exponencial nos 

últimos 15 anos em relação ao número de artigos publicados sobre nanotoxicologia. 

Segundo o autor, apesar de apenas cerca de 200 trabalhos terem sido publicados 

sobre o tema "Nanomateriais: efeitos ambientais e na saúde" antes de 2000, esse 

número cresceu para mais de 10 mil desde 2001 (KRUG, 2014). Contudo, diretrizes 

regulatórias específicas para a avaliação da toxicidade de nanopartículas ainda 

estão em estágio de desenvolvimento (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). 

Esses materiais produzidos em nanoescala, considerando especialmente a 

reatividade de superfície aumentada, podem levar a efeitos biológicos in vivo 

completamente diferentes quando comparados aos efeitos produzidos pelo material 
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convencional de composição química idêntica e na mesma quantidade 

(ZHAO et al., 2014).  

De fato, embora os estudos a respeito da magnitude e dos mecanismos de 

toxicidade de nanomateriais sejam conflitantes, é evidente que alguns nanomateriais 

que foram previamente considerados biocompatíveis devido à segurança do material 

convencional, mostraram potencial toxicidade (AILLON et al., 2009). Como exemplo 

podem ser citados os nanomateriais produzidos a partir de elementos inertes, tais 

como o ouro, que se tornam muito reativos em dimensões nanométricas. Também é 

notável que a combinação de alguns metais nanométricos pode provocar toxicidade 

que não era observada com a utilização dos materiais isoladamente (AI et al., 2011).  

Diversos fatores influenciam a toxicidade de nanopartículas, dentre 

eles, o seu tamanho. Uma redução no tamanho de partículas em nanoescala resulta 

tanto em uma maior capacidade de atravessar as membranas celulares, atingir a 

corrente sanguínea e vários órgãos, como também em um aumento exponencial na 

área de superfície em relação ao volume. Isto torna a superfície do nanomaterial 

mais reativa em si (agregação) e ao seu ambiente circundante (componentes 

biológicos) (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). Assim, mais moléculas 

químicas e componentes biológicos podem interagir com esta superfície, o que 

reforça a sua reatividade e resulta em uma potencialização de seus efeitos tóxicos 

(AI et al., 2011; HYUK et al., 2009; CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). 

Outros parâmetros que significativamente afetam a toxicidade de 

nanopartículas são a forma, a área de superfície específica, a composição de 

nanopartículas, o estado de aglomeração/agregação, a distribuição de tamanho, a 

morfologia da superfície, a cristalinidade, a solubilidade, a estrutura molecular, e 

a superfície química, incluindo composição, carga, tensão, sítios reativos, 

propriedades fotocatalíticas e o potencial zeta (CHIDAMBARAM; 

KRISHNASAMY, 2012).  

O grau de hidrofobicidade e hidrofilicidade de uma superfície é uma das 

principais características usadas para estimar a toxicidade. Assim como o 

tamanho, a superfície das partículas é crítica em relação à sua absorção na mucosa 

intestinal, por exemplo. Sendo assim, a absorção de nanopartículas produzidas por 

polímeros hidrofóbicos é significativamente maior do que àquela observada para 

nanopartículas produzidas por polímeros hidrofílicos. Além disso, os componentes 

químicos da superfície da partícula têm importantes efeitos sobre como as 
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nanopartículas podem reagir com metais. Por exemplo, o ferro endógeno pode ser 

afetado por nanopartículas, o que aumenta a indução de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e, consequentemente, a toxicidade (AI et al., 2011; 

OBERDO, 2010). 

Considerando que os tecidos do organismo humano apresentam composição, 

estruturas e funções diferentes, as respostas tóxicas às nanopartículas são 

diferentes. O trato respiratório, o trato gastrintestinal e a pele representam o contato 

direto do organismo com as nanopartículas ambientais. O trato respiratório é 

convencionalmente dividido em três segmentos (trato respiratório superior, vias 

aéreas e pulmões) a maioria dos quais funciona como um sistema de tubulação para 

o transporte de ar aos pulmões. O trato gastrintestinal pode captar, transportar, 

digerir e absorver várias substâncias tais como nutrientes, água e vitaminas dos 

alimentos. Já a pele, uma barreira estrutural de proteção entre o corpo e o ambiente, 

desempenha um importante papel na proteção da penetração de partículas 

exógenas (LIANG et al., 2013).   

Portanto, essas vias de exposição são consideradas as portas de entrada de 

nanopartículas no organismo humano. Adicionalmente, outros sistemas como o 

sistema nervoso central e o sistema cardiovascular podem interagir com 

nanopartículas exógenas circulantes ou transportadas a partir de uma das vias de 

exposição descritas acima (AI et al., 2011; CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012; 

EL-ANSARY; AL-DAIHAN, 2009; OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER; 

OBERDÖRSTER, 2005; ZHAO et al., 2014). 

O estudo dos efeitos tóxicos de nanopartículas no trato respiratório é 

crescente. As nanopartículas podem percorrer grande distância pelo 

ar usando o movimento browniano (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). 

Investigações epidemiológicas têm encontrado associações entre incidência de 

doenças respiratórias do tipo enfisema, bronquite crônica e asma, e mortalidade, 

com concentrações de nanopartículas transportadas pelo ar no ambiente 

(ZHAO et al., 2014).  

A toxicidade por nanopartículas deve-se a deposição no trato respiratório, 

desde a faringe, traqueia e alvéolos, bem como a um retardo na sua eliminação 

(BAKAND; HAYES; DECHSAKULTHORN, 2012). O processo de eliminação ocorre 

por meio de i) dissolução química, para partículas solúveis, em fluidos intra ou 

extracelulares, nos quais os solutos e componentes solúveis podem sofrer absorção 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bakand%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22260506
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hayes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22260506
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e difusão e chegar na circulação sanguínea e/ou linfática, ou como ii) translocação 

física, para partículas insolúveis ou de baixa solubilidade. Nesse caso, a eficiência 

da eliminação depende do sítio de deposição no trato respiratório e do tamanho da 

partícula. Nas vias aéreas superiores, a eliminação dá-se por meio da atividade do 

sistema mucociliar, enquanto que, nanopartículas depositadas na região alveolar 

são eliminadas especialmente via fagocitose por macrófagos. Porém, esse processo 

pode ser retardado considerando que as nanopartículas se depositam de forma 

dispersa na superfície alveolar, o que resulta em baixo reconhecimento e respostas 

por macrófagos alveolares (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012; 

SIMKÓ et al., 2010; ZHAO et al., 2014).  

Vários trabalhos mostram a toxicidade produzida por diferentes 

nanopartículas no trato respiratório, incluindo àquela induzida por nanotubos de 

carbono (JIA et al., 2005), nanopartículas de óxido de ferro (ZHU et al., 2008) e 

nanopartículas de dióxido de silício (ZHAO et al., 2014). 

É considerado que a exposição à nanopartículas exógenas via ingestão 

resulta primeiramente do contato mão-a-boca nos ambientes de trabalho. 

Alternativamente, as nanopartículas podem ser ingeridas por meio de alimentos, 

água, bebidas, medicamentos ou sistemas de liberação de fármacos. Ainda, as 

nanopartículas que entram no organismo via trato respiratório podem atingir o trato 

gastrintestinal por meio da depuração via sistema mucociliar e subsequente ingestão 

(EL-ANSARY; AL-DAIHAN, 2009; PATTAN; KAUL, 2014). Essas pequenas 

partículas podem difundir-se facilmente para o sistema circulatório através do 

epitélio do estômago e do intestino que tem mais de 200 m2 de área de superfície 

(CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012). Então, o trato gastrintestinal também é 

considerado um importante alvo de toxicidade das nanopartículas, com alguns 

trabalhos descritos na literatura mostrando esses efeitos, dentre eles, a toxicidade 

gastrintestinal produzida por nanopartículas de cobre (CHEN et al., 2006) e de óxido 

de zinco (WANG et al., 2008). 

Em relação à dermatotoxicidade, há ainda uma grande discussão sobre a 

absorção de nanopartículas através da pele ou simplesmente sua deposição nas 

camadas da pele produzindo toxicidade local (CHIDAMBARAM; 

KRISHNASAMY, 2012, LIANG et al., 2013).  

Estudos com nanopartículas de dióxido de titânio, utilizadas em protetores 

solares, mostraram que não há absorção do mesmo e sim a sua permanência nas 
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camadas superficiais da pele (VOGT et al., 2014). Todavia, há evidências de que 

algumas nanopartículas podem penetrar até a derme e produzir toxicidade, dentre 

elas, podem ser citadas as nanopartículas de berílio e nanotubos de carbono 

(ZHAO et al., 2014). Ainda, as nanopartículas são susceptíveis de se acumularem 

em torno dos folículos pilosos e durante o crescimento do pelo estes folículos são 

abertos, fornecendo uma rota de entrada no organismo. Paralelamente, 

lesões/doenças de pele podem compremeter a sua função protetora e 

proporcionar uma via de entrada para as nanopartículas (AI et al., 2011; 

CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012; SIMKÓ et al., 2010; STERN; 

MCNEIL, 2008). 

Além disso, investigações epidemiológicas também mostram a correlação 

entre a exposição a nanopartículas e reações cardíacas que culminam com doenças 

cardiovasculares (PATTAN; KAUL, 2014). Como exemplos, podem ser citados os 

efeitos cardiovasculares induzidos por nanotubos de carbono (LI et al., 2007) e 

nanopartículas de dióxido de silício, que incluem isquemia miocárdica e aumento da 

viscosidade sanguínea (CHEN et al., 2008).  

Estudos tem suportado a ideia de que o sistema nervoso central representa 

um importante alvo de nanopartículas inaladas ocasionalmente ou após 

administração intranasal (PATTAN; KAUL, 2014; OBERDÖRSTER; 

OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER, 2005). Isso foi observado para nanopartículas 

de carbono, para nanopartículas de óxido de manganês (ELDER et al., 2006; 

OBERDÖRSTER et al., 2004), e nanopartículas de dióxido de titânio 

(WANG et al., 2008), além de nanopartículas de prata, cobre e alumínio (SHARMA; 

SHARMA, 2012). 

Os estudos moleculares dos mecanismos de toxicidade das nanopartículas 

apontam que o principal mecanismo envolvido nesse efeito é a indução de estresse 

oxidativo (CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012; MEDINA et al., 2007). Por 

exemplo, a citotoxicidade específica da sílica está fortemente correlacionada com a 

produção de EROs que é considerado um evento chave 

no desenvolvimento de fibrose e câncer de pulmão causado por nanopartículas 

deste composto (AI et al., 2011). 

Os radicais livres que induzem o quadro de estresse oxidativo podem se 

originar de várias fontes, dentre elas, da resposta das células fagocíticas a presença 

das nanopartículas consideradas estranhas ao organismo, de quantidades 
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insuficientes de antioxidantes endógenos, da presença de metais de transição, e das 

próprias propriedades físico-químicas de alguns nanomateriais 

(AILLON et al., 2009).  

Em excesso, esses radicais livres causam danos aos componentes biológicos 

por meio da oxidação de lípidos, proteínas, e DNA. Neste caso, 

estas espécies reativas podem danificar o DNA, parar o ciclo celular e induzir 

apoptose. Ainda, o estresse oxidativo pode ter um papel na indução ou no aumento 

da inflamação através de regulação positiva de fatores de transcrição, como por 

exemplo, o factor nuclear kappa B (NF-kB), o ativador de proteína-1 (AP-1), e vias 

de sinalização de cinases (cinases reguladoras de sinais extracelulares (ERKs) C-

Jun, cinase N-terminal JNK e proteína cinase ativada por mitógeno p38) 

(CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2012; EL-ANSARY; AL-DAIHAN, 2009; 

OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER, 2005; SIMKÓ et al., 2010).  

A lenta depuração e o acúmulo de nanomateriais potencialmente produtores 

de radicais livres nos tecidos, bem como a prevalência de células fagocíticas nos 

órgãos do sistema reticuloendotelial, fazem de órgãos tais como fígado e baço os 

principais alvos do estresse oxidativo induzido por essas estruturas (AILLON et al., 

2009).  Além disso, os órgãos de alto fluxo sanguíneo que são expostos aos 

nanomateriais, tais como os rins e pulmões, também podem ser afetados (EL-

ANSARY; AL-DAIHAN, 2009).  

Nas células de forma geral, as interações de nanomateriais com a mitocôndria 

e núcleo celular são consideradas como as principais fontes de toxicidade. Por 

exemplo, nanomateriais, como nanopartículas revestidas de prata e ouro, fulerenos, 

micelas de copolímero e nanotubos de carbono, podem se acumular nas 

mitocôndrias e induzir apoptose e aumento de EROs, além de agir no DNA 

provocando danos que levam a parada do ciclo celular e apoptose, bem como 

mutagênese (PATTAN; KAUL, 2014).  

Quando introduzidos ou absorvidos na circulação sistêmica, a interação com 

componentes do sangue pode levar a hemólise e a trombose. Além disso, é bem 

descrito que as interações de nanomateriais com o sistema imunológico produzem 

imunotoxicidade. No fígado, o metabolismo dos nanomateriais por enzimas do 

citocromo P450 pode resultar em hepatotoxicidade por intermediários reativos 

(AILLON et al., 2009; PATTAN; KAUL, 2014). Genotoxicidade, carcinogenicidade e 
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teratogenicidade também podem ocorrer como resultado dos efeitos de 

nanopartículas (AI et al., 2011). 

Como dito anteriormente, a nanotecnologia está se desenvolvendo 

rapidamente nos últimos anos, e o uso comercial de nanomateriais para novas 

aplicações está crescendo exponencialmente. No entanto, o potencial genotóxico da 

maioria desses nanomateriais ainda é desconhecido (FU et al., 2014). Ainda, a 

avaliação do potencial genotóxico é um dos mais importantes estudos de segurança 

pré-clínicos necessários para a aprovação e registro de medicamentos 

(MUHAMMAD, 2010). Dessa forma, o estudo da genotoxicidade de drogas 

candidatas a agentes farmacológicos torna-se de fundamental importância. 

Outro aspecto que deve ser levado em consideração no campo da 

nanotoxicologia é o aumento da exposição ocupacional e da liberação dessas 

nanopartículas no meio-ambiente (KAHRU; DUBOURGUIER, 2010). Um estudo 

pioneiro de Oberdörster (2004) demonstrou que nanopartículas de fulereno C60 são 

capazes de induzir alterações no cérebro de peixes, mesmo em baixas 

concentrações na água, desde então vários estudos vem sendo desenvolvidos com 

a finalidade de se investigar os efeitos nas nanopartículas sobre o meio-ambiente 

(KAHRU; DUBOURGUIER, 2010).  

A compreensão holística dos riscos ambientais e para a saúde das 

nanopartículas é uma tarefa bastante desafiadora, a análise dos riscos ambientais 

dessas partículas é muito mais difícil do que das moléculas “regulares”. Uma das 

características que dificultam essa análise é o fato de que as nanopartículas podem 

possuir diferentes tamanhos e diferentes formas, isso significa que uma única 

nanopartícula pode apresentar um grande número de combinações com outras 

substâncias, levando à diferentes propriedades físico-químicas, que por sua vez 

podem ocasionar diferente (eco)toxicidade, assim como, diferentes comportamentos 

no meio-ambiente (KAHRU; IVASK, 2013).  

Considerando todos os aspectos abordados, apesar do advento da 

nanomedicina produzir inúmeros avanços, não é possível negligenciar o potencial de 

toxicidade desses produtos à saúde humana e ao ambiente. Por isso, a 

nanotoxicologia é uma área emergente e essencial para a aplicabilidade das 

nanopartículas nas mais diversas áreas de conhecimento. 
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2.4 Estudo da toxicologia/farmacologia de nanopartículas com potencial 

anticâncer 

 

As diretrizes regulatórias específicas para a avaliação da toxicidade de 

nanopartículas ainda estão em estágio de desenvolvimento (CHIDAMBARAM; 

KRISHNASAMY, 2012). Paralelamente, modelos experimentais amplamente usados 

no mundo inteiro para avaliação das diferentes atividades farmacológicas de novos 

candidatos a fármacos, são usados na investigação dos efeitos biológicos de 

nanopartículas.  

Modelos experimentais in vivo são também importantes para a obtenção de 

informações sobre a toxicidade de uma droga em estudo (TALMADGE et al., 2007). 

Nesses ensaios, amostras teste são tipicamente administradas pela via que se 

espera ser usada em humanos e são conduzidos de forma a se aumentar 

gradativamente o tempo de utilização da substância, iniciando-se pelos estudos de 

toxicidade aguda. Quando esse esquema é seguido, cada estudo desenvolvido 

provê informações úteis para um estudo de maior duração que venha a ser realizado 

subsequentemente (ANVISA, 2013; GAD, 2007). 

Nos estudos de toxicidade aguda cada animal recebe uma única dose da 

amostra em estudo. Em raras ocasiões devido à limitações de volume, o animal 

pode receber mais de uma dose, desde que a administração do volume total não 

exceda 24 horas. Existem diferentes metodologias utilizadas para a realização 

desses estudos, o “Guia para condução de estudos não clínicos de toxicologia e 

segurança farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos”, 

desenvolvido pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), descreve 

algumas recomendações para a realização desse e de outros estudos de toxicidade 

em geral, assim como sugere a utilização de outros guias como o “Guidelines for 

Testing of Chemicals” nº 425 da The Organisation for Economic Co-operation and 

Development (OECD) (OECD, 2001). 

Os estudos de toxicidade aguda da OECD geralmente estão baseados na 

administração da substância a um grupo de animais, e dependendo da taxa de 

sobrevivência desse grupo inicial, outros grupos são adicionados ao estudo 

recebendo doses maiores ou menores da substância teste. A sobrevivência dos 

animais e sinais gerais de toxicidade são observados durante um período pré-

determinado de tempo (14 dias) por meio de um protocolo abrangente de 
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observações e análise dos animais após a administração da substância 

(ALMEIDA, 2006) e a dose letal 50% é obtida na forma de um intervalo de 

concentrações que corresponde a uma categoria da “The Globally Harmonized 

System of Classification and Labelling of Chemicals” (GHS), um sistema 

internacional de padronização e harmonização da classificação de substâncias 

químicas. 

Os resultados de um estudo bem desenvolvido de toxicidade aguda podem 

ajudar a prever possíveis desfechos e órgãos alvo quando a substância é exposta a 

humanos, ajudando a estabelecer categorias de risco e a seleção de doses a serem 

utilizadas em estudos clínicos (ANVISA, 2013). 

No caso dos estudos de toxicidade de doses repetidas o objetivo principal é 

descrever e definir a toxicidade associada com a administração repetida da 

substância teste. Nesse tipo de estudo geralmente identificam-se os órgãos e 

sistemas alvo, a dose máxima que permite a administração repetida sem ocasionar 

mortes, e a dose máxima que não é capaz de produzir graves efeitos adversos. No 

estudo de doses repetidas, os animais geralmente recebem uma única dose diária 

da substância teste, sete dias por semana, pela via que se espera ser usada em 

humanos. São incluídos três a quatro grupos de animais expostos a diferentes níveis 

de doses da substância, e um grupo adicional exposto ao veículo utilizado na 

dissolução da mesma, servindo como controle. O tamanho de cada um dos grupos 

pode variar de cinco a dez animais/gênero/dose e os parâmetros monitorados 

devem incluir observações diárias de sinais de toxicidade e mortalidade, 

semanalmente devem ser avaliados o consumo de água e ração e a evolução 

ponderal, e ao fim do estudo avaliações bioquímicas do sangue (ALMEIDA, 2006; 

ANVISA, 2013; GAD, 2007). 

Inúmeros trabalhos envolvendo estudos pré-clínicos in vivo de candidatos a 

novos fármacos, utilizam parâmetros bioquímicos, hematológicos e 

anatomopatológicos para avaliar possíveis sinais de toxicidade 

(BEZERRA et al., 2008; BEZERRA et al., 2009; GONZAGA et al., 2009; 

LINS et al., 2009; MAGALHÃES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010). Nesses 

estudos farmacológicos/toxicológicos, após exposição às drogas, são analisados 

parâmetros que avaliam possíveis alterações na função hepática, como as 

transaminases, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST); 

na função renal, como ureia e creatinina, bem como nos parâmetros hematológicos 
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como o eritrograma, leucograma e plaquetograma. Ainda, exames 

anatomopatológicos (macro e microscópicos) são de extrema importância, pois 

analisam estrutura e função, em nível celular. 

A maioria dos medicamentos utilizados clinicamente no tratamento dos mais 

variados distúrbios apresenta em comum a falta de seletividade de ação, o que 

resulta em significativos efeitos colaterais. Dentre esses efeitos colaterais 

indesejáveis estão àqueles resultantes de uma ação central da droga. Assim, 

estudos de toxicidade, muitas vezes incorporam em sua metodologia uma análise 

comportamental dos animais, que visa identificar efeitos sobre o sistema nervoso 

central, sejam eles depressores ou estimulantes, ou manifestações autonômicas, 

aos quais também é atribuído o termo neurotoxicidade (ALMEIDA, 2006). Dentre os 

testes utilizados para confirmar a ação central das drogas estão o teste do campo 

aberto e o teste do rota-rod. 

  O campo aberto consiste em uma arena dividida em quadrantes por meio de 

linhas pintadas em sua superfície. As bordas da arena são delimitadas por paredes 

e uma fonte de luz artificial é colocada acima do aparato. Cada animal submetido ao 

estudo, após, no mínimo, uma hora da administração da substância, é colocado no 

centro dessa arena e por cinco minutos é realizada a observação e o registro do 

comportamento do mesmo no que diz respeito ao número de levantamentos em 

duas patas (“rearing”), o número de quadrantes percorridos com as quatro patas 

(ambulação), o tempo de auto-limpeza (“grooming”) e o número de bolos fecais. Um 

aumento ou diminuição do comportamento exploratório e/ou ações repetidas levam 

a alterações nesses parâmetros indicando efeitos estimulantes ou sedativos da 

amostra em estudo, respectivamente (SÁ et al., 2013). 

O rota-rod é um equipamento que mede a influência da amostra em estudo 

sobre a atividade motora do animal. O aparelho possui uma barra giratória 

suspensa, dividida por paredes plásticas, na qual são colocados os animais. Cada 

baia possui em seu piso uma prancha acoplada a um sistema de detecção de queda 

do animal, que pelo impacto, interrompe automaticamente o contador digital de 

tempo. Dispositivos de controle automático permitem que a velocidade de giros seja 

programada, além da contagem automática do número de quedas e o tempo de 

permanência dos animais na barra. Transcorridos 30 minutos da administração da 

substância, os animais são colocados na barra giratória e o tempo de permanência é 

registrado, limitando-se as observações ao tempo máximo de três minutos por 
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animal ou três reconduções à barra (NÓBREGA, 2012). Esse teste mede o efeito do 

relaxamento muscular ou de incoordenação motora produzido por drogas com 

atuação sobre o sistema nervoso central (SNC) (ALMEIDA, 2006). 

Na área da genotoxicidade, diferentes métodos podem ser utilizados para 

investigação do potencial genotóxico de diferentes substâncias, dentre eles está o 

teste in vivo do micronúcleo, realizado em roedores. Ele é muito utilizado em 

pesquisa e avaliações de segurança para investigação do potencial de agentes 

físicos e químicos de causar danos genéticos (DERTINGER, 2006).  

Esse teste baseia-se na observação de células que sofrem quebra de 

cromátides, ou alterações na distribuição de suas cromátides, devido à ação de 

agentes genotóxicos. Durante a anáfase (fase da divisão celular em que há a 

segregação dos cromossomos), os fragmentos provenientes das quebras ou 

cromossomos inteiros, não acompanham a migração para os pólos da célula. 

Consequentemente, na telófase (fase em que os cromossomos se descondensam e 

ocorre a formação de um novo invólucro nuclear em torno de cada conjunto de 

cromossomos), tais fragmentos cromatídicos não são incluídos nos núcleos das 

células filhas, formando um único ou múltiplos micronúcleos no citoplasma dessas 

células (COSTA E SILVA; NEPOMUCENO, 2010). 

Assim, quando um produto em teste aumenta a frequência de eritrócitos 

micronucleados, há a indicação de que ele interfere na divisão nuclear dos 

eritroblastos da medula, quebrando cromossomos ou interferindo no fuso, levando 

ao aparecimento de fragmentos de cromatina, ou cromossomos inteiros, que não se 

incorporaram ao núcleo das células-filhas, os micronúcleos (COSTA E SILVA; 

NEPOMUCENO, 2010). 

Devido à relativa semelhança entre células malignas e normais do corpo, o 

grande desafio para o tratamento de cânceres é a distinção entre essas células, a 

fim de minimizar a toxicidade sobre células não tumorais do organismo. A 

quimioterapia continua sendo o principal método de tratamento do câncer. Esta 

baseia-se na busca da destruição de células neoplásicas, que têm como 

característica o fato de se dividirem muito mais rápido que a maioria das células 

normais (BRANDÃO et al., 2010).  

Contudo, podem ocorrer efeitos secundários importantes naquelas células 

normais de crescimento rápido, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema 
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imunológico, causando diarreia, náuseas, vômitos, alopecia e maior susceptibilidade 

às infecções (BRANDÃO et al., 2010).  

A avaliação desses parâmetros é, portanto, de extrema importância na 

determinação de possíveis efeitos tóxicos de drogas antineoplásicas. Além disso, a 

avaliação toxicológica também permite a identicação de possíveis alterações, em 

diferentes parâmetros, ocasionadas pela presença do tumor por si só, que podem 

ser agravados pelo tratamento antineoplásico, tornando-se uma limitação do seu 

uso. 

A cancerologia experimental é de grande valia para se estudar os diversos 

aspectos relacionados aos processos neoplásicos em humanos (PITA, 2010; 

QI; XU, 2006). Modelos de câncer em animais são sistemas que mimetizam a 

natureza do tumor encontrado em humanos. As metodologias mais empregadas no 

estabelecimento do câncer em animais de laboratório envolvem a indução química 

(na qual se induz a geração de um tumor por meio da administração de uma 

substância apropriada), ou o transplante de células tumorais (KERBEL, 2003). 

O carcinoma de Ehrlich é um adenocarcinoma murino, transplantável, de 

rápido crescimento e comportamento agressivo (NASCIMENTO et al., 2006) que 

pode se desenvolver tanto na forma sólida (quando as células são inoculadas por via 

subcutânea), como na forma ascítica (quando as células são inoculadas por via 

intraperitoneal), nesse último caso levando ao desenvolvimento de uma 

carcinomatose peritoneal com acúmulo de líquido ascítico no abdômen (KLEIN; 

KLEIN, 1956; EHRLICH, 1906; VIEIRA et al., 2010). Assim, o Carcinoma Ascítico de 

Ehrlich (CAE), mantido em laboratório por meio de transplantes sucessivos (repique 

in vivo), tem a vantagem de se desenvolver na forma ascítica (“líquida”), permitindo a 

obtenção de células tumorais isoladas (HOSSNE, 2002).  

Uma célula se reproduz por meio de uma sequência ordenada de eventos que 

duplicam seus componentes e depois a dividem em duas. Este ciclo de duplicação e 

divisão é conhecido como ciclo celular. Ele compreende uma sequência complexa 

de eventos que garante a transmissão correta, para as células filhas, de uma cópia 

completa do genoma. Pode ser dividido em várias fases: S – fase em que ocorre 

duplicação do DNA; M – fase em que ocorre a divisão celular, dando origem à duas 

células-filhas; G0/G1 e G2 – fases que precedem a S e M, respectivamente (HAO; 

CHO, 2014; LEE; SANDHU MCARTHUR, 2015; MALUMBRES; BARBACID, 2009; 

OGINO et al., 2005).  
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Os eventos do ciclo celular são desencadeados por um sistema de controle 

que garante que os mesmos estejam no compasso correto, na ordem correta e 

ocorram somente uma vez em cada ciclo celular. No entanto, uma mutação pode 

interferir nesses mecanismos de controle, dar certa vantagem seletiva para uma 

célula, possibilitando que ela se divida mais vigorosamente que suas células 

vizinhas, e venha a se tornar a fundadora de um clone mutante que passe a crescer 

dando origem a um tumor (HAO; CHO, 2014; LEE; SANDHU MCARTHUR, 2015; 

MALUMBRES; BARBACID, 2009; OGINO et al., 2005). 

A citometra de fluxo pode ser utilizada para identificar em qual fase do ciclo se 

encontra determinadas células em estudo. Antes da análise, as células são tratadas 

com um corante fluorescente como o iodeto de propídio (PI), com a função de 

marcar o DNA. A intensidade da fluorescência obtida na ánalise, correlaciona-se 

dessa maneira, com a quantidade de DNA que as células contém. Como o conteúdo 

de DNA das células duplica durante a fase S do ciclo, a quantidade de células na 

fase G0/G1 (antes da fase S), na fase S, e na fase G2/M (depois da fase S) podem 

ser determinadas, uma vez que a fluorescência das células na fase S e G2/M será 

até duas vezes maior do que nas células na fase G0/G1 (fase G0/G1: valor de n, 

conteúdo de DNA, igual a 1; fase S: valor de n entre 1 e 2; fase G2/M: valor de n 

maior ou igual a 2) (KRISHAN, 1975; RICCARDI; NICOLLETI, 2006). 

Antineoplásicos de uso clínico e várias nanopartículas em fase de 

desenvolvimento exercem seus efeitos antitumorais por induzir parada no ciclo 

celular e, consequentemente, apoptose. Apoptose é um processo de morte celular 

programada em resposta a muitos estímulos fisiológicos e patológicos 

(ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001). É reconhecida como um mecanismo 

importante na homeostase celular durante o desenvolvimento, sendo um processo 

que elimina células supérfluas, danificadas ou células mutantes (REED, 2002). 

De um modo geral, a apoptose é um fenômeno rápido: ocorre uma retração 

da célula que causa perda da aderência com a matriz extracelular e células vizinhas. 

As organelas celulares mantêm a sua morfologia, com exceção, em alguns casos, 

das mitocôndrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina 

sofre condensação e se concentra junto à membrana nuclear, que se mantém 

intacta. A seguir, a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o núcleo se 

desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear (ARAVINDARAM; 

YANG, 2010). Os prolongamentos da membrana celular aumentam de número e 
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tamanho e rompem, originando estruturas contendo o conteúdo celular. Essas 

porções celulares envoltas pela membrana celular são denominadas corpos 

apoptóticos, que são rapidamente fagocitados por macrófagos e removidos sem 

causar um processo inflamatório (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; STRASSER; 

CORY; ADAMS, 2011). Outra característica marcante da morte por apoptose é a 

fragmentação internucleossômica do DNA, a qual possui um padrão característico. 

Uma endonuclease é ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos variáveis, 

mas sempre múltiplos de 200 pares de base (SARASTE; PULKKI, 2000).  

Fármacos capazes de inibir a angiogênese têm sido utilizados com sucesso 

no tratamento do câncer. Angiogênese é o processo de geração de novos vasos 

sanguíneos, já a angiogênese tumoral pode ser definida como um processo que 

resulta em uma expansão tumoral sustentada pela adição de novos vasos 

sanguíneos, que, na maioria das vezes, brotam de outros vasos sanguíneos pré-

existentes (GACCHE; MESHRAM, 2013).  

Trata-se de um complicado fenômeo que ocorre em várias etapas, iniciando 

pela ativação de células endoteliais (CE), levando à liberação de proteases que 

promovem a degradação da membrana basal de CE presentes na vizinhança dos 

vasos pré-existentes. Subsequentemente a esse evento, CE migram para os novos 

espaços intersticiais formados, seguindo-se uma fase de extensa proliferação celular 

formando novos vasos sanguíneos. Finalmente, o fluxo de sangue se inicia e a nova 

vasculatura alcança estabilidade após a fase de maturação (KLAUBER-

DEMORE, 2012).  

Uma vez que as células tumorais adquirem a habilidade de induzir a 

angiogênese, a expansão tumoral é iniciada. A vasculatura criada em consequência 

da angiogênese tumoral é estruturada de modo a alterar o microambiente do tumor e 

controlar fortemente a maneira como a massa tumoral cresce, permitir a evasão da 

vigilância imunológica do hospedeiro, e promover metástases (GACCHE; 

MESHRAM, 2013; KLAUBER-DEMORE, 2012). 

O processo de neoangiogênese como um processo biológico é regulado por 

vários fatores pró e anti-angiogênicos, em especial o fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de 

crescimento epidermal (EGF), fator indutor de hipóxia (HIF) - 1 e fator de 

crescimento transformador (TGF). Toda célula epitelial destinada à formação de 
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novos vasos sanguíneos possui receptores para esse peptídeos angiogênicos 

(GACCHE; MESHRAM, 2013). 

Nos últimos anos várias moléculas naturais e sintéticas tem sido testadas com 

a finalidade de inibir a angiogênese tumoral (GACCHE et al., 2011; 

GACCHE et al., 2010). 

Os princípios básicos sobre a imunidade antitumoral avançaram bastante a 

partir do final da década de 1950, quando foi desenvolvida a hipótese de que o 

sistema imunológico teria a capacidade de reconhecer e eliminar células tumorais 

geradas durante um processo de transformação celular maligna. Hoje sabe-se que o 

organismo é capaz de não só combater células tumorais já formadas, mas também 

de destruir clones de células transformadas antes mesmo que ocorra sua 

malignização. Contudo, o estabelecimento de um tumor pode acontecer por meio de 

falhas do sistema imunológico nesse combate, seja pelo aparecimento de 

mecanismos de escape tumoral (mecanismos de resistência à resposta 

imunológica), ou ainda por uma deficiência imune do organismo 

(AGRAWAL et al., 2011; CHOW; LUSTER, 2014).  

Algumas infecções virais estão relacionadas com a patogênese de tumores 

(como, por exemplo, infecções por Epstein-Barr, vírus da hepatite e papiloma vírus), 

além disso, o surgimento de alguns tipos de tumores malignos como sarcomas, 

linfomas e carcinomas ocorre com maior incidência em indivíduos 

imunocomprometidos. Isto indica claramente que o sistema imunológico previne o 

desenvolvimento de tumores em indivíduos sadios, seja por meio da imunidade 

gerada contra patógenos externos ou por meio da eliminação de determinadas 

células com potencial oncogênico (MOMTAZ; POSTOW, 2014).  

Assim, o grande desafio atual na área de imunologia tumoral é o 

desenvolvimento de terapias antitumorais. Estas terapias têm como objetivo principal 

estimular a resposta imune do organismo, levando a uma ativação da vigilância 

imunológica e a uma quebra do escape tumoral (POSTOW; CALLAHAN; 

WOLCHOK, 2015). 

Diferentes citocinas podem estimular uma resposta imune antitumoral por 

diferentes mecanismos (XU et al., 2010). A interleucina (IL) - 1 é uma citocina que 

possui papel importante na inflamação, ativação imunológica, resposta à infecções e 

na hematopoiese. Ela é produzida por quase todas as células humanas nucleadas, 

embora seja predominantemente produzida por monócitos e macrófagos. Sua 
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liberação é induzida por antígenos, toxinas, injúria, processos inflamatórios, 

infecções, assim como por outras citocinas (DUTCHER et al., 2014). IL-1 ativa 

diretamente os linfócitos T, assim como aumenta a atividade citotóxica dessas 

células. Além disso, a IL-1 sozinha ou em combinação com outras interleucinas 

promove a proliferação e ativação de linfócitos B, assim como a secreção de 

anticorpos por essas células. IL-1 também é um potente indutor de outras citocinas e 

proteínas regulatórias, incluindo IL-6, fator de necrose tumoral - α (TNF-α) e 

moléculas de adesão intracelulares (DINARELLO et al., 2012). Na hematopoese, 

essa citocina atua sinergicamente e por meio da indução da expressão de fatores de 

crescimento hematopoiéticos permitindo um aumento da sobrevivência das células 

progenitoras e aumentando a formação de colônias multipotentes 

(DINARELLO et al., 2010).  

De particular relevância para a terapia do câncer estão os efeitos antitumorais 

da IL-1. IL-1 apresenta atividade antiproliferativa direta contra certos tipos de 

linhagens humanas in vitro, incluindo células neoplásicas de melanoma, sangue, 

coriocarcinoma, osteosarcoma, glioblastoma, mama, pâncreas, pulmão, dentre 

outras, assim como atividade antitumoral in vivo contra vários tumores murinos 

incluindo tumores que não foram inibidos nos estudos in vitro 

(DUTCHER et al., 2014). 

A IL-4 é uma citocina que possui muitas funções biológicas, incluindo a 

estimulação das células B ativadas e proliferação de células T. É um regulador 

chave na imunidade humoral e adaptativa. No entanto é uma citocina que tem sido 

frequentemente associada à atividade proliferativa e antiapoptótica de células 

tumorais (HALLETT; VENMAR; FINGLETON, 2012; LI et al., 2008; 

TODARO et al. 2007). Um estudo revelou que a resistência à apoptose, induzida por 

drogas, em células CD133+  de câncer de colon, era mediado pelo aumento da 

produção de IL-4. Os autores, por meio de testes preliminares, sugeriram então que 

essa via de pró-sobrevivência mediada pela IL-4 deveria ser um promissor alvo 

terapêutico. No mesmo estudo, o bloqueio de IL-4, com um anticorpo neutralizador 

ou uma forma mutante dessa citocina reduziu a viabilidade das células tumorais 

CD133+ e aumentou a eficácia do tratamento antitumoral com agentes 

antineoplásicos padrões: oxaliplatina, 5-fluorouracil e o ligante de receptor de morte 

TRAIL. O antagonismo de IL-4 também aumentou a eficácia e a duração da resposta 

quimioterápica em camundongos com tumores (TODARO et al., 2007). Estudos 
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desse tipo sugerem a possibilidade de uma terapia antitumoral que envolva 

diminuição na secreção e/ou função de IL-4 (TOOMER; CHEN, 2014). 

O papel anti-inflamatório da IL-10 estimulou a suposição de que a mesma 

enfraqueceria a resposta imune contra tumores. No entanto, já foi desmonstrado que 

camundongos e humanos deficientes na sinalização de IL-10, desenvolvem tumores 

espontaneamente e em altas taxas. Além disso, o aumento da expressão de IL-10 

em modelos de câncer humano leva à rejeição do tumor e a uma imunidade tumoral 

de longa duração (OFT, 2014). Assim, substâncias que possam aumentar a 

atividade de IL-10 podem ser vantajosas no tratamento do câncer. 

IL-12 é uma citocina essencial para a diferenciação das células Th1, que são 

necessárias para a geração da imunidade mediada por células tipo 1 contra tumores 

e infecções (XU et al., 2010). A atividade antitumoral e antimetastática dessa 

citocina tem sido extensivamente avaliada em uma variedade de modelos tumorais 

murinos, incluindo melanomas, carcinomas mamários, carcinoma de cólon, 

carcinoma renal e sarcomas (BRUNDA et al., 1993; COLOMBO; 

TRINCHIERI, 2002). A administração de IL-12 em camundongos com tumor pode 

atrasar, reduzir e, em alguns casos, inibir completamente o desenvolvimento do 

tumor, com eficácia terapêutica significante em muitos tumores sólidos assim como 

em leucemias e linfomas. Em testes clínicos, no entanto, o efeito terapêutico é 

limitado, além da ocorrência de toxicidade sistêmica como esplenomegalia, 

leucopenia e toxicidade gastrointestinal (CAR et al., 1999). Embora as razões para a 

eficácia clínica da IL-12 ser limitada, não serem completamente compreendidas 

ainda, vários mecanismos immunosupressivos podem estar envolvidos 

(PORTIELJE et al., 2003). Assim, várias estratégias tem sido criadas para aumentar 

a eficácia terapêutica dessa citocina e ao mesmo tempo minimizar sua toxicidade 

(XU et al., 2010). A IL-12 trata-se, portanto, de uma das citocinas de maior potencial 

para a imunoterapia do câncer. 

Em resposta a estímulos pró-inflamatórios, macrófagos ativados e linfócitos T 

produzem o TNF-α. Essa citocina estimula a inflamação por diferentes mecanismos, 

incluindo recrutamento de neutrófilos e monócitos e a indução da expressão de 

moléculas de adesão celular na superfície endotelial (BRADLEY, 2008; 

LIPPITZ, 2013). TNF-α está envolvido na via clássica de ativação de macrófagos, a 

qual possui papel central na defesa imune contra tumores e parasitas intracelulares 

(GALDIERO et al., 2013). O nome “fator de necrose tumoral” faz referência aos 
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estudos que demonstraram a capacidade dessa citocina de induzir necrose 

hemorrágica em sarcomas transplantados subcutaneamente em camundongos 

(CARSWELL et al., 1995). O TNF-α pode ser utilizado clinicamente no tratamento de 

melanomas e sarcomas de tecidos moles. Altas concentrações dessa citocina 

promovem um aumento na permeabilidade e ruptura estrutural da vasculatura 

tumoral, promovendo, portanto, necrose tumoral e aumentando a eficácia das 

drogas citotóxicas tradicionais (TOOMER; CHEN, 2014). 

Interferons (IFNs) são uma família de citocinas que se ligam a receptores na 

membrana celular e medeiam numerosas funções relacionadas à defesa contra 

patógenos, função imune, sobrevivência e diferenciação celular, e angiogênese 

(SELIGER; RUIZ CABELLO; GARRIDO, 2008; ZAIDI; MERLINO, 2011). O IFN-γ é 

produzido principalmente por linfócitos T, células NKT e células natural killer, como 

um componente crucial da resposta inflamatória (SCHRODER et al., 2004). Modelos 

murinos demonstram várias propriedades anti-carcinogênicas para o IFN-γ (IKEDA; 

OLD; SCHREIBER, 2002). A supressão da sinalização de IFN-γ mediada por 

anticorpo revelou que essa citocina é necessária para a rejeição de tumores 

transplantados em camundongos. Ademais, camundongos knockout para o receptor 

de IFN-γ exibem susceptibilidade maior a tumores espontâneos e quimicamente 

induzidos (IKEDA; OLD; SCHREIBER, 2002; SCHRODER et al., 2004). IFN-γ é um 

poderoso indutor da maquinaria apresentadora de antígenos de classe I e II, 

evidenciando sua importância primária na produção de respostas imunes específicas 

antitumorais (SELIGER; RUIZ CABELLO; GARRIDO, 2008).  

Ensaios in vitro também revelaram efeitos pró-apoptóticos, antiangiogênicos e 

antiproliferativos (FOJTOVA et al., 2007; IKEDA; OLD; SCHREIBER, 2002; 

SELIGER; RUIZ CABELLO; GARRIDO, 2008; SCHRODER et al., 2004). Além disso, 

uma produção diminuída de IFN-γ tem sido observada em uma variedade de 

tumores humanos, incluindo melanoma, câncer gástrico, câncer de pulmão, 

glioblastoma, carcinoma nasofaringeo, câncer coloretal e câncer de cabeça e 

pescoço (LIPPITZ, 2013). Ainda, certos cânceres humanos, notavelmente o 

melanoma, são conhecidos por desenvolver resistência ao IFN-γ por meio de várias 

mutações em moléculas downstream da via de transdução de sinal do IFN, tais 

como JAK e STAT1 (FOJTOVA et al., 2007; SELIGER; RUIZ CABELLO; 

GARRIDO, 2008). Em resumo, todos esses diferentes dados experimentais 
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evidenciam o importante papel do IFN-γ na resposta imunológica ao câncer 

(TOOMER; CHEN, 2014).  

 

 

2.5 Nanopartículas de óxido de cério (IV) 

 

Dentre os compostos de cério, o dióxido de cério (CeO2), também chamado 

de óxido de cério (IV) é o mais estável em virtude de sua estrutura cúbica do tipo 

fluorita (SANTOS, 2013) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Estrutura cristalina do CeO2 (Fonte: SANTOS, 2013) 

 

Um número grande de relatos na literatura evidenciam diversas atividades 

farmacológicas de diferentes nanopartículas de óxido de cério, considerando os 

parâmetros físico-químicos, em diferentes sistemas e órgãos. Dentre os estudos e 

atividades farmacológicas realizados nos últimos anos, pode-se citar estudos in vitro 

como: inibição de apoptose em diferentes tipos de células (ARYA et al., 2014; 

CHEN, 2013; CLARK, 2011; HOSSEINI et al., 2013), efeito antioxidante (CIOFANI et 

al., 2014; COLON et al., 2010; NIU; WANG; KOLATTUKUDT, 2011; PAGLIARI et al., 

2012; POURKHALILI et al., 2012), assim como capacidade de induzir estresse 

oxidativo intracelular e aumentar os níveis de cálcio intracelular (HORIE et al., 2011).  

Também foi demonstrada inibição da adipogênese em células tronco 

mesenquimais de ratos (ROCCA et al., 2014), efeitos benéficos no desenvolvimento 
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de condrócitos e na resposta celular à efeitos deletérios de interleucinas 

(PONNURANGAM et al., 2014) e proteção contra neurodegeneração 

(DOWDING et al., 2014). Ainda, estudos mostram atividade antimicrobiana contra 

diferentes tipos de bactérias (BABENKO et al., 2012; WANG; PEREZ; 

WEBSTER, 2013), atividade angiogênica (DAS et al., 2012) e indução de alterações 

químicas e de tamanho no transcriptoma de células neurais murinas, tendo, 

portanto, potencial aplicação em desordens neurodegenerativas (LEE et al., 2012). 

Além disso, estudos toxicológicos mostraram que algumas nanopartículas de óxido 

de cério não aprsentam efeitos citotóxicos em osteoblastos e promovem a 

diferenciação osteogênica e a mineralização de osteoblastos (ZHOU et al., 2013), 

além de não possuir efeito genotóxico em células epiteliais oftalmológicas humanas 

(PIERSCIONEK et al., 2010). 

Diversos estudos in vivo também demonstram diferentes atividades biológicas 

das nanopartículas de óxido de cério, tais como: eficácia contra endometriose em 

ratos (CHAUDHURY et al., 2013), efeito imunomodulatório em células dendríticas 

humanas, induzindo uma resposta TH2 (SCHANEN et al., 2013), assim como 

atividade antioxidante na inibição do desenvolvimento e promoção da regressão de 

neovascularização patológica na retina de camundongos Vldlr knockout 

(ZHOU et al., 2011), induz prevenção da degeneração da retina em ratos 

(CAI et al., 2014; KONG et al., 2011), inibição da expressão de genes associados 

com a inflamação e angiogênese na retina de camundongos Vldlr null 

(KYOSSEVA et al., 2013), promoção da regressão de neovascularização induzida 

por estresse oxidativo, e indução de apoptose por meio da inibição da via de 

sinalização ASK1-P38/JNK-NF-κB após injeção intravítrea em camundongos (CAI; 

SEAL; McGINNIS, 2014).  

Nanopartículas de óxido de cério também apresentaram atividade protetora 

em tecido pulmonar de ratos contra estresse oxidativo e inflamação induzido por 

hipóxia hipobárica (ARYA et al., 2013) e efeito antioxidante in vivo 

(HIRST et al., 2013). Ainda, a associação das nanopartículas de óxido de cério com 

selenito de sódio atenua o estresse oxidativo induzido por diabetes em ratos 

(POURKHALILI et al., 2011). Também foi observado efeito protetor em modelo 

murino de esclerose múltipla mediado por radicais livres (HECKMAN et al., 2013), 

atenuação da resposta hipertrófica cardíaca resultante de hipertensão pulmonar 
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arterial induzida por monocrotalina (KOLLI et al., 2014) assim como, hepatoproteção 

em hepatotoxicidade induzida por monocrotalina (AMIN, 2011).  

Ao ser adicionado ao diesel, as nanopartículas de óxido de cério diminuem a 

propensão à aterosclerose relacionada à exposição à fumaça do mesmo 

(CASSEE et al., 2012). Elas também possuem efeito protetor sobre a supressão de 

AP-1 no cérebro após exposição à fumaça do combustível diesel 

(LUNG et al., 2014), aceleram a cicatrização de feridas dérmicas em camundongos 

por um mecanismo que envolve o aumento da proliferação e migração de 

fibroblastos (CHIGURUPATI et al., 2013), previnem xerostomia induzida por 

radiação (MADERO-VISBAL et al., 2012), são capazes de diminuir  as 

consequências de lesão cerebral isquêmica em camundongos 

(ESTEVEZ et al., 2011) e não são citotóxicas após injeção intravítrea 

(WONG et al., 2013). 

Além das diferentes atividades farmacológicas citadas, vários estudos 

também evidenciam atividade antitumoral in vitro e in vivo para nanopartículas de 

óxido de cério com diferentes propriedades físico-químicas, como: aumento da 

citotoxicidade da doxorrubicina em células de melanoma humano 

(SACK et al., 2014), efeito protetor em células humanas normais, mas não em 

céulas tumorais, contra o dano ocasionado por EROs após radiação UV 

(ZHANG et al., 2014), sensibilização de células pancreáticas cancerosas à 

radioterapia (WASON et al., 2013), citotoxicidade em células de hepatoma humano 

SMMC-7721 com mecanismo de ação envolvendo estresse oxidativo e a via de 

sinalização da MAPK (CHENG et al., 2013), atividade antiangiogênica em câncer de 

ovário (GIRI et al., 2013), citotoxicidade, atividade pró-apoptótica e anti-invasiva em 

células de melanoma, assim como atividade antitumoral in vivo em camundongos, 

dentre outras (ALILI et al., 2011; ALILI et al., 2013). 

No entanto, apesar das diferentes atividades biológicas apresentadas por 

essas nanopartículas, alguns estudos também relatam efeitos tóxicos, é o caso de: 

efeito genotóxico, por mecanismo clastogênico, em fibroblastos humanos 

(BENAMEUR et al., 2014), efeitos pulmonares adversos quando adicionado ao 

diesel utilizado como combustível (SNOW et al., 2014), prejuízos na dilatação 

arteriolar após exposição pulmonar às nanopartículas (MINARCHICK et al., 2013), 

danos genéticos, alterações bioquímicas e histopatológicas após acúmulo em altas 

concentrações em órgãos vitais de ratos (KUMARI; KUMARI; GROVER, 2014), 
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toxicidade pulmonar e extrapulmonar após administração por via inalatória em 

camundongos CD1 (AALAPATI et al., 2014; CHO et al., 2010; 

DEMOKRITOU et al., 2013), toxicidade em células pulmonares humanas 

relacionada com a geração de radicais livres, dano ao DNA e parada do ciclo celular 

(MITTAL; PANDEY, 2014), indução de fibrose pulmonar em ratos (MA et al., 2012), 

inflamação pulmonar e alterações funcionais em macrófagos alveolares em ratos 

(MA et al., 2011), danos hepáticos e estresse oxidativo após administração 

endovenosa (TSENG et al., 2012), toxicidade hepática em ratos após administração 

intratecal (NALABOTU et al., 2011), citotoxicidade e resposta inflamatória crônica 

após administração por via inalatória (SRINIVAS et al., 2011), além de indução de 

apoptose e autofagia em monócitos sanguíneos humanos (HUSSAIN et al., 2012). 

 

 

2.6 Óxido de zinco 

 

O óxido de zinco é um óxido de metal que apresenta diferentes aplicações na 

área industrial (AZIZ et al., 2014; PRADHAN et al., 2014) e odontológica 

(HERNÁNDEZ-SIERRA et al., 2008). A literatura também relata atividades biológicas 

para essa substância, como: atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans 

quando adicionado a um agente de união ortodôntica (JATANIA; 

SHIVALINGA et al., 2014), ativação de proteína quinase ativada por mitógeno e a 

via de sinalização do TGF-β1 aumentando a integridade da barreira intestinal em 

leitões (SONG et al., 2014), dentre outras, incluindo o uso clínico para tratamento de 

diferentes afecções dermatológicas (GUPTA et al., 2014; KHATTAR et al., 2007). 

Poucos estudos podem ser encontrados relatando propriedades tóxicas ou 

indesejáveis do óxido de zinco. Slifierz e colaboradores (2014) evidenciaram que a 

suplementação da ração de porcos com óxido de zinco aumenta a prevalência e a 

persistência de Staphylococcus aureus resistente a meticilina. 

 

 

2.7 Nanopartículas de óxido de cério (IV) associadas ao óxido de zinco 

 

O cimento de restauração de óxido de zinco é um material de uso 

odontológico utilizado há anos com essa função. Na prática odontológica outras 
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substâncias são adicionadas ao óxido de zinco com a finalidade de aumentar suas 

propriedades bactericidas e bacteriostáticas (HERNÁNDEZ-SIERRA et al., 2008). 

O óxido de cério também é utilizado na área odontológica em porcelanas 

dentárias (O'BRIEN et al., 1998). Ele apresenta atividade antimicrobiana contra 

diferentes tipos de bactérias (BABENKO et al., 2012; WANG; 

PELLETIER et al., 2010; PEREZ; WEBSTER, 2013). 

Recente relato na literatura sobre nanopartículas de óxido de cério (IV) 

associadas ao óxido de zinco demonstra significante atividade antimicrobiana dessa 

associação. O compósito formado por óxido de cério nanométrico, nas proporções 

de 10, 20, 30 e 40%, mais óxido de zinco apresentou propriedades antimicrobianas 

contra Streptococcus mutans (responsável pelo processo cariogênico), superiores à 

associação padrão utilizada na clínica odontológica (óxido de zinco + eugenol), 

apresentando-se, portanto, como um material de grande potencial para uso 

odontológico (SANTOS et al., 2013). 

No entanto, apesar de apresentar grande potencial para aplicação 

odontológica, não há dados na literatura que avaliem a sua possível toxicidade. 

Dessa forma, o presente trabalho propôs-se a avaliar a toxicidade da referida 

associação com o objetivo de fornecer dados relacionados à segurança de seu uso, 

bem como avaliar seu potencial antitumoral. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar a toxicidade e atividade antitumoral de nanopartículas de óxido de 

cério associadas ao óxido de zinco (NCZ). 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Investigar a toxicidade pré-clínica aguda de NCZ em camundongos Swiss por 

via oral e intraperitoneal; 

 Investigar a toxicidade pré-clínica de doses repetidas (28 dias) de NCZ em 

camundongos Swiss por via oral; 

 Investigar a genotoxicidade in vivo de NCZ; 

 Avaliar a atividade antitumoral de NCZ em modelo de Carcinoma Ascítico de 

Ehrlich; 

 Analisar as alterações no perfil do ciclo celular induzidas por NCZ; 

 Avaliar o efeito antiangiogênico de NCZ; 

 Avaliar a participação de citocinas no mecanismo de ação antitumoral de 

NCZ; 

 Avaliar o perfil de toxicidade de NCZ após tratamento antitumoral em 

camundongos transplantados com tumor de Ehrlich. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Os estudos toxicológicos e farmacológicos de NCZ foram realizados de 

acordo com o fluxograma abaixo (Figura 2): 

 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática dos métodos utilizados no estudo de toxicidade e atividade 

antitumoral de NCZ. *Parâmetros avaliados: avaliação ponderal e do consumo de água e ração; 

parâmetros bioquímicos e hematológicos; índice de órgãos e análises anatomopatológicas. 

**Parâmetros avaliados: avaliação ponderal e do consumo de água e de ração; parâmetros 

bioquímicos e hematológicos; índice de órgãos, temperatura, glicemia, tempo de permanência na 

barra gitatória, ambulação, auto-limpeza, levantamento em duas patas, defecação e análises 

anatomopatológicas. 
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4.1 Local da pesquisa 

 

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratório de 

Oncofarmacologia (ONCOFAR) e no biotério Prof. Thomas George, ambos do 

Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM) onde funciona o 

Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

(PPgPNSB/CCS), todos da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

 

4.2 Material 

 

4.2.1 Nanopartículas de óxido de cério (IV) associadas ao óxido de zinco 

 

A associação de nanopartículas de óxido de cério incorporadas em óxido de 

zinco (NCZ) foi obtida por técnicas específicas e gentilmente fornecida pelos 

colaboradores da química, Dr. Carlos Christiano Lima dos Santos e Prof. Dr. Dawy 

Keyson de Araújo Almeida (Departamento de Química/Centro de Ciências Exatas e 

da Natureza/UFPB). 

Para produção do óxido de cério (IV), um sal precursor (sulfato de cério tetra 

hidratado), foi dissolvido em 100 mL de água destilada com a adição de agente 

alcalinizante até o pH desejado (valor de pH 14 para NaOH P.A.). A solução foi 

mantida sob agitação por 15 min até completa dissolução do sal precursor. Esta 

mistura reacional foi transferida para a autoclave de teflon, hermeticamente selada, 

e encaminhada ao Reator Hidrotermal de Micro-67 ondas modelo HMO 100 I9TEC. 

Cada sistema reacional utilizado foi tratado termicamente a 150 °C, utilizando como 

intervalos de tempo os valores 1, 5, 15, 30 e 60 minutos, com uma taxa de 

aquecimento fixada em 10 °C/min. Como resultado, observou-se um precipitado de 

partículas muito finas que foi coletado e, após decantação, lavado, por várias vezes, 

com água destilada, até pH constante, e, em seguida, foi submetido à secagem, em 

estufa, a temperatura de 150 ºC por uma hora. O material, após secagem, foi 

encaminhado para as caracterizações. 

Análises por microscopia de transmissão eletrônica da amostra mostraram 

partículas nanométricas esféricas com aproximadamente 5 nm de diâmetro. 

Microanálises por espectroscopia de energia dispersiva demonstraram picos 
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característicos relacionados ao cério e oxigênio, cujo padrão se repetiu para todas 

as amostras analisadas, confirmando a homogeneidade da mesma e que o óxido de 

cério preparado é o CeO2, óxido de cério (IV) (SANTOS, 2013). 

Para a produção de NCZ, as nanopartículas de óxido de cério obtidas foram 

incorporadas em óxido de zinco comercial, na proporção 1:10. 

 

 

4.2.2 Animais 

  

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus), machos e 

fêmeas, pesando entre 28 e 32 g, com faixa etária aproximada de 60 dias, obtidos 

do biotério Prof. Thomas George (IPeFarM/UFPB). Os animais foram agrupados em 

gaiolas de polietileno, mantidos sob condições controladas de temperatura 

(21 ± 1 ºC), com livre acesso à comida (pellets de ração da marca Purina®) e água 

potável disponível em garrafas graduadas de polietileno, colocadas nas grades 

metálicas das gaiolas em sua parte superior. Os animais foram mantidos em ciclo 

claro-escuro de doze horas. Antes da realização de qualquer protocolo experimental, 

os animais foram mantidos no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de 

antecedência à execução do experimento. 

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA)/UFPB, sob a certidão 

Nº 0812/10. 

 

 

4.2.3 Linhagem celular 

 

 Para os ensaios in vivo de atividade antiumoral foi usada a linhagem de 

células adenocarcinoma mamário de camundongo (carcinoma ascítico de Ehrlich) 

mantidas na cavidade peritoneal de camundongos Swiss no biotério Prof. Thomas 

George. 

 

 

 

 



60 
 

4.3 Métodos 

 

4.3.1 Avaliação da toxicidade pré-clínica aguda 

 

O ensaio de toxicidade aguda, por via oral, em camundongos foi realizado de 

acordo com o “Guidelines for Testing of Chemicals” nº 425 da OECD (OECD, 2001). 

Para tanto, após jejum de três horas, NCZ foi administrado, por via oral, a um 

único animal fêmea na dose de 2000 mg/kg (0,1 mL/10 g peso animal). Após 48 h, 

com a confirmação da sobrevivência do animal que recebeu a amostra, quatro 

outros animais foram tratados sequencialmente com a mesma dose, resultando em 

um total de cinco animais, fêmeas, testados. No início do estudo, um grupo controle, 

com cinco animais, recebeu o veículo (Tween 80 5%) nas mesmas condições. 

Com o objetivo de mapear possíveis alterações comportamentais, sugestivas 

de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) e autônomo, após 

administração de NCZ foi realizada observação cuidadosa para detecção de 

possíveis sinais tóxicos de caráter geral nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos; após 

quatro horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo experimental 

descrito por Almeida et al. (1999) do Laboratório de Psicofarmacologia do 

PPgPNSB/CCS/UFPB (ANEXO A).  

Os animais foram pesados no início e no final do tratamento e diariamente 

foram avaliados os consumos de água e de ração. 

No décimo quarto dia do experimento, após jejum de seis horas, os animais 

foram anestesiados com tiopental sódico (2 mg/animal – 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 por meio de 

kits específicos utilizando-se o analisador bioquímico automático Cobas Mira Plus® 

(Roche Diagnostic System) e o analisador hematológico celular automático Animal 

Blood Counter Vet (Horiba ABX Diagnostics), respectivamente. As extensões 
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sanguíneas foram coradas com coloração panótica e analisadas em microscópio 

óptico, para realização da contagem diferencial de leucócitos. 

Após a coleta do sangue, todos os animais foram eutanasiados, por 

deslocamento cervical, e os órgãos (coração, timo, baço, fígado e rins) retirados e 

pesados. O índice dos órgãos foi calculado como: Índice = mg (órgão)/g (animal). 

Após a pesagem dos órgãos, fígado e rins 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 com hematoxilina-eosina e 

tricrômico de Masson, em seguida foram examinados ao microscópio óptico 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Os procedimentos descritos foram realizados 

com a colaboração dos patologistas Profa. Dra. Maria Salete Trigueiro de Araújo e 

Dr. Alexandre Rolim da Paz. 

O ensaio de toxicidade aguda, por via intraperitoneal, em camundongos foi 

realizado de acordo com o “Guidelines for Testing of Chemicals” nº 423 da OECD 

(OECD, 2001). 

Para tanto, NCZ foi administrado, por via intraperitoneal, a três animais 

fêmeas na dose de 300 mg/kg. Após 14 dias, e confirmação da sobrevivência e/ou 

morte dos animais, o estudo prosseguiu de acordo com o protocolo descrito no guia 

da OECD, com a administração de NCZ a um segundo grupo de três animais 

fêmeas na dose de 50 mg/kg (ANEXO B). A cada início de tratamento com a 

associação, um grupo controle, com três camundongos fêmeas, recebeu o veículo 

(5% de Tween 80) nas mesmas condições. 

A avaliação comportamental dos animais submetidos aos tratamentos foi 

realizada conforme descrito anteriormente para o ensaio por via oral. 

 

 

4.3.2 Avaliação da toxicidade pré-clínica de doses repetidas 

 

O ensaio de toxicidade de doses repetidas em camundongos foi realizado de 

acordo com o “Guidelines for Testing of Chemicals” nº 407 da OECD (OECD, 1995). 



62 
 

Camundongos Swiss foram distribuídos em quatro grupos de 20 animais 

cada, contendo 10 machos e 10 fêmeas. Após jejum de 3 horas, três grupos 

receberam NCZ, por via oral, nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, diariamente, por 

28 dias, e o grupo controle recebeu apenas o veículo (5% de Tween 80), nas 

mesmas condições. 

Os animais foram pesados no início e semanalmente após o início do 

tratamento. O consumo de água e de ração foi avaliado a cada 48 horas. 

A temperatura corporal e a glicemia em jejum foram investigadas no início e a 

cada 14 dias após o início do tratamento. A temperatura corporal foi determinada via 

anal, com auxílio de um termômetro digital lubrificado com vaselina. Já a glicemia foi 

determinada após um período de 3 horas de jejum dos animais, por meio de um 

pequeno corte na cauda e obtenção de uma amostra de sangue, seguido de 

dosagem em glicosímetro True Read® (NIPRO Diagnostics). 

Também foram realizados no início e a cada 14 dias do experimento os testes 

de campo-aberto e rota-rod com o objetivo de avaliar níveis gerais de ansiedade e 

atividade motora nos camundongos. 

No teste do campo aberto cada animal submetido ao estudo, após no mínimo 

30 minutos da administração de NCZ, foi colocado no centro da arena e por cinco 

minutos foi realizada observação e registro do comportamento no que diz respeito 

ao número de levantamentos em duas patas (“rearing”), o número de quadrantes 

percorridos com as quatro patas (ambulação), o tempo de auto-limpeza (“grooming”) 

e o número de bolos fecais (SÁ et al., 2013).  

O teste do rota-rod foi realizado um dia após a realização do teste do campo-

aberto. Uma vez transcorridos pelo menos 30 minutos da administração de NCZ, os 

animais foram colocados nas barras giratórias e o tempo de permanência foi 

registrado, limitando-se as observações ao tempo máximo de três minutos por 

animal ou três reconduções à barra (NÓBREGA, 2012). 

No 29º dia do experimento, após jejum de 6 horas, os animais foram 

anestesiados com tiopental sódico (2 mg/animal – i.p.) e amostras de sangue foram 

coletadas para a realização de análises bioquímicas (ureia, creatinina, AST e ALT) e 

hematológicas (eritrograma e leucograma), conforme descrito anteriormente 

(item 4.3.1). Em seguida os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, 

os órgãos (coração, timo, baço, fígado e rins) foram extirpados, pesados para o 

cálculo do índice dos órgãos, e examinados macroscopicamente. Posteriormente 
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fígado e rins, dos animais submetidos ao tratamento com a maior dose, foram 

submetidos à análise histopatológica conforme descrito no item 4.3.1. 

 

 

4.3.3 Avaliação da genotoxicidade 

 

Para o ensaio do micronúcleo, um grupo de seis camundongos fêmeas foi 

tratado com NCZ, por via oral, na dose de 1600 mg/kg, e um segundo grupo de seis 

camundongos fêmeas recebeu NCZ, por via intraperitoneal, na dose de 240 mg/kg 

(ambas as doses equivalentes a 80% da DL50 estimada para a respectiva via de 

administração). Dois grupos controle (v.o. e i.p.) receberam solução salina e tween 

80 à 5%. Um quinto grupo recebeu ciclofosfamida na dose de 50 mg/kg, via i.p., 

como controle positivo. Após 48 horas os animais foram anestesiados com tiopental 

sódico (2 mg/animal – i.p.) e amostras de sangue periférico foram coletadas pelo 

plexo orbital, para confecção das extensões sanguíneas. Após secagem, as lâminas 

foram coradas para posterior análise em microscópio óptico. Para cada animal três 

extensões sanguíneas foram preparadas e um mínimo de 2000 eritrócitos contados 

para determinação da frequência de eritrócitos micronucleados 

(HAYASHI et al., 2007; RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003). 

 

 

4.3.4 Avaliação da atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma 

Ascítico de Ehrlich (CAE) 

 

Células de CAE com cinco a sete dias de crescimento foram aspiradas da 

cavidade peritoneal de camundongos e implantadas por via intraperitoneal (0,5 mL - 

2 x 106 células/mL) nos animais experimentais (DOLAI et al., 2012). Vinte e quatro 

horas após o implante, NCZ foi solubilizado em Tween 80 5% e administrado 

diariamente por via intraperitoneal (i.p.) a grupos de seis animais, nas doses de 10, 

20 e 40 mg/kg, por nove dias. O grupo controle foi tratado com uma solução a 5% de 

Tween 80 e um quinto grupo de animais foi tratado com 5-Fluorouracil (5-FU) 

(Sigma-Aldrich®), 25 mg/kg, como droga padrão. 
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4.3.4.1 Avaliação da massa tumoral, volume do tumor e total celular 

 

Os animais tratados por nove dias, como descrito no item 4.3.4, foram 

eutanasiados, no dia seguinte à administração da última dose, para coleta do líquido 

ascítico da cavidade peritoneal e avaliação do volume do tumor, expresso em mL. 

Uma alíquota foi retirada para contagem das células viáveis e não-viáveis pelo 

ensaio de exclusão do azul de tripan. Para tanto, foram incubados volumes 

semelhantes de líquido ascítico e de 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 expressa em 

gramas (g). O total celular (x 107 células) foi obtido como o produto do volume do 

tumor, expresso em mL, pela viabilidade celular, expressa como a quantidade de 

células x 106/mL. 

 

 

4.3.4.2 Análise do ciclo celular  

 

Os animais transplantados com células de CAE foram tratados por nove dias 

com NCZ conforme descrito no item 4.3.4. Um dia após a última administração, os 

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e as células coletadas da 

cavidade peritoneal para análise do ciclo celular. As células foram então 

ressuspensas em solução de NaCl 0,9% (p/v) a  fim de se obter uma concentração 

final de 1 x 106 células/mL. Em seguida, após centrifugação das suspensões 

celulares a 3000 rpm, por cinco minutos, o sobrenadante foi desprezado e a 

suspensão foi homogeneizada. Foram adicionados 300 μL da solução fluorocrômica 

hipotônica (HFS) [citrato de sódio 0,1% (p/v) e Triton X-100; 0,1% (p/v)] (Sigma-

Aldrich® – T-8787, EUA), 50 μg/mL de Iodeto de Propídeo (PI) e água ultrapura 

(Milli-Q, volume final = 50 mL). Em seguida, a leitura foi realizada em citômetro de 

fluxo (FACSCanto II, BD, EUA), adquirindo-se 10.000 eventos/amostra.  
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4.3.4.3 Avaliação do efeito antiangiogênico 

 

Os animais transplantados com células de CAE foram tratados por nove dias 

com NCZ conforme descrito no item 4.3.4. Um dia após a última administração, os 

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. Após coleta das células 

tumorais, o peritôneo foi cortado e o revestimento interior da cavidade peritoneal dos 

animais tratados com as doses de 20 mg/kg e 40 mg/kg foi então examinado e 

fotografado para investigação da microdensidade vascular peritoneal, com o auxílio 

do software AVSOFT®. A microdensidade dos vasos foi determinada pela área 

ocupada por vasos sanguíneos dividido pela área total selecionada 

(AGRAWAL et al., 2011). 

 

 

4.3.4.4 Quantificação das citocinas IL-1, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-α e IFN-γ no 

lavado peritoneal 

 

Para a quantificação de citocinas, os animais foram divididos em grupos para 

implante das células de CAE e tratados conforme descrito no item 4.3.4. Após nove 

dias de tratamento, 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).  

Resumidamente, placas de 96 poços (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas 

com o anticorpo de captura, anti-IL-1, anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IL-12, anti-TNF-α e 

anti-IFN-γ, diluídos 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) 

(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO-USA) 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, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-α e IFN-γ 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 
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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 (Synergy HT, BioTek) a 450 nm. A quantidade de 

citocinas foi calculada a partir das curvas-padrão. 

 

 

4.3.4.5 Avaliação da toxicidade em animais transplantados com CAE e 

submetidos ao tratamento com NCZ 

 

Para a avaliação de possíveis efeitos tóxicos produzidos pelo tratamento com 

NCZ, os animais tratados por nove dias, como descrito no item 4.3.4, foram pesados 

no início e no final do tratamento (após a retirada do tumor) e diariamente foram 

avaliados os consumos de água e ração.  

No dia seguinte após administração da última dose, após jejum de 6 horas, os 

animais foram anestesiados com tiopental sódico (2 mg/animal – i.p.) e amostras de 

sangue foram coletadas para a realização de análises bioquímicas (ureia, creatinina, 

AST e ALT) e hematológicas (eritrograma e leucograma), conforme descrito 

anteriormente (item 4.3.1).  

Após a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados por deslocamento 

cervical, os órgãos (coração, timo, baço, fígado e rins) foram extirpados e pesados 

para o cálculo do índice dos órgãos. Após a pesagem, os órgãos (fígado e rins) dos 

animais submetidos ao tratamento com a maior dose, foram submetidos à análise 

histopatológica conforme descrito no item 4.3.1. 

 

 

4.4 Análise estatística 

 

Os resultados obtidos nos estudos in vivo foram expressos em média ± erro 

padrão da média (e.p.m.) e analisados empregando-se o teste t-Student não 

pareado, para análise de duas populações distintas, e teste de análise de variância 
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(ANOVA) one-way, para a comparação de mais de duas amostras, seguido do teste 

de Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.  

Para a determinação da concentração de citocinas os resultados foram 

apresentados como média ± erro padrão da média (e.p.m.) e os dados analisados 

por Kruskal-Wallis seguido de Dunns. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da toxicidade pré-clínica aguda 

 

Após tratamento com dose única de NCZ (2000 mg/kg – v.o.) não foram 

observadas alterações comportamentais ou morte nos animais experimentais. No 

que diz respeito ao consumo de água e de ração, e evolução ponderal dos animais, 

os resultados são apresentados na Tabela 1. Pode-se observar uma diminuição 

significativa no consumo de ração do grupo tratado com NCZ (48,1 ± 5,1 g; p<0,05) 

quando comparado ao grupo controle (69,8 ± 3,8 g). No entanto, não foram 

observadas alterações significativas no consumo de água ou no peso dos animais 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Consumo de água e de ração, e evolução ponderal de camundongos submetidos ao 

tratamento com dose única (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Consumo de 

água (mL) 

Consumo de 

ração (g) 

Peso inicial 

(g) 

 

Peso final 

(g) 

 

Controle - 59,3 ± 3,6 69,8 ± 3,8 29,2 ± 0,5 32,6 ± 0,4 

NCZ 2000 55,4 ± 2,8 48,1 ± 5,1a 29,3 ± 0,5 32,0 ± 1,1 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de cinco animais, analisados por Teste T 

de Student. ap < 0,05 comparado ao controle. 

 

Como apresentado na Tabela 2, não foram observadas alterações 

significativas nos parâmetros bioquímicos dos animais tratados com NCZ quando 

comparados ao grupo controle. Também não foram observadas alterações 

significativas na maioria dos parâmetros hematológicos analisados. Foi observado 

apenas um aumento significativo na contagem total de leucócitos dos animais 

submetidos ao tratamento com NCZ (6,6 ± 0,7 103/mm3; p<0,05) quando 

comparados ao grupo controle (3,7 ± 0,7 103/mm3) (Tabela 3). 
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Tabela 2 – Parâmetros bioquímicos de sangue periférico de camundongos submetidos ao tratamento 

com dose única (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

AST 

(U/L) 

ALT  

(U/L) 

Ureia  

(mg/dL) 

Creatinina 

(mg/dL) 

Parâmetros normais* - 70 - 400 25 -100 15 - 40 0,2 - 0,6 

Controle - 87,5 ± 4,9 65,0 ± 7,0 53,2 ± 4,5 0,6 ± 0,0 

NCZ 2000 95,3 ± 29,3 68,8 ± 4,9 56,0 ± 5,0 0,5 ± 0,1 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de cinco animais, analisados por Teste T 

de Student. *Parâmetros bioquímicos normais segundo GAD (2007). 

 

Tabela 3 - Parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos submetidos ao 

tratamento com dose única (v.o.) de NCZ 

Parâmetro Parâmetros normais* Controle NCZ (2000 mg/kg) 

Hemácias (106/mm3) 

Hemoglobina (g/dL) 

Hematócrito (%) 

VCM (fm3) 

HCM (pg) 

CHCM (g/dL) 

Leucócitos totais (103/mm3) 

Linfócitos 

Segmentados 

Monócitos 

Eosinófilos 

9,0 – 11,5 

14,5 – 17,5 

45,0 – 57,0 

45,0 – 55,0 

13,0 – 16,0 

29,0 – 34,0 

1,0 – 12,0 

60 – 90 

10 – 40 

0 – 6 

0 – 5 

9,0 ± 0,1 

15,0 ± 0,3 

48,7 ± 1,1 

53,8 ± 1,8 

16,6 ± 0,5 

30,8 ± 0,4 

3,7 ± 0,7 

75,0 ± 2,5 

20,8 ± 2,4 

4,2 ± 0,6 

0,0 ± 0,0 

8,4 ± 0,6 

14,9 ± 1,2 

46,8 ± 3,8 

56,0 ± 1,4 

17,8 ± 0,4 

34,0 ± 1,9 

6,6 ± 0,7a 

67,8 ± 10,1 

28,4 ± 9,6 

3,6 ± 0,7 

0,2 ± 0,2 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de cinco animais, analisados por Teste T 

de Student. ap < 0,05 comparado ao controle. *Parâmetros hematológicos normais segundo 

GAD (2007). 

 

 No que diz respeito ao índice dos órgãos, não foram observadas alterações 

significativas (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Índices dos órgãos de camundongos submetidos ao tratamento com dose única (v.o.) de 

NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Índice de 

timo 

(mg/g) 

Índice  

de baço 

(mg/g) 

Índice de 

fígado 

(mg/g) 

Índice  

de rim 

(mg/g) 

Índice de 

coração (mg/g) 

Controle - 3,0 ± 0,3 6,0 ± 0,3 64,9 ± 1,3 12,2 ± 0,9 4,3 ± 0,2 

NCZ 2000 3,5 ± 0,6 5,6 ± 0,7 60,4 ± 4,7 11,6 ± 0,8 4,5 ± 0,2 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de cinco animais, analisados por Teste T 

de Student. 

 

A análise histopatológica mostrou que os rins dos animais tratados com NCZ 

apresentaram nefrite intersticial, focal, sem outras particularidades histológicas. Não 

foram observadas atipias celulares (Figura 3B). 

Os fígados dos animais tratados com NCZ apresentaram um processo 

inflamatório portoparenquimatoso, com necrose lobular, multifocal, de provável 

natureza tóxica. Além disso, foram observados sinais de atividade regenerativa 

hepatocelular (reacional) e ausência de atipias celulares (Figura 3D, 3E e 3F). 
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Figura 3 – Histopatologia dos rins e fígado de camundongos submetidos ao tratamento agudo 

(v.o.) com NCZ.  A: Controle (rins). B: NCZ (rins). C: Controle (fígado). D, E, F: NCZ (fígado). 

Hematoxilina-eosina e Tricrômico de Masson (100 x e 400 x). 

 

Já no estudo de toxicidade aguda de NCZ por via intraperitoneal, iniciado com 

a dose de 300 mg/kg, os animais apresentaram piloereção nos primeiros 30 minutos 

após o tratamento, além de ptose, sedação e resposta ao toque diminuído, com este 

último sinal persistindo até 1 h após a administração de NCZ. Ao final dos 14 dias de 

observação foi contabilizada a morte de dois dos três animais submetidos ao 

tratamento. Dessa forma, de acordo com o Guia n. 423 da OECD (ANEXO B), um 

segundo grupo com mais três animais foi submetido ao tratamento intraperitoneal 

B A 

D C 

F E 
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com uma dose de 50 mg/kg de NCZ, os quais não apresentaram alterações 

comportamentais, ou mortes, após 14 dias do tratamento agudo. Por fim, o 

tratamento intraperitoneal com a dose de 50 mg/kg foi repetido com um terceiro 

grupo de três animais apresentando resultados semelhantes ao teste anterior. 

Portanto, a DL50 (dose letal 50%) foi estimada em 300 mg/kg e a amostra é 

classificada na categoria 3 da GHS. 

 

 

5.2 Avaliação da toxicidade pré-clínica de doses repetidas 

 

 Durante os 28 dias do ensaio de toxicidade de doses repetidas, foi registrada 

a morte de camundongos machos nas doses de 500 mg/kg e 1000 mg/kg (duas 

mortes em cada dose) e fêmeas nas doses de 250 mg/kg e 1000 mg/kg (uma morte 

em cada dose). 

A tabela 5 apresenta o consumo de água e de ração bem como a evolução 

ponderal dos animais submetidos ao tratamento com doses repetidas (28 dias) de 

NCZ. Pode-se observar que houve uma diminuição significativa no consumo de 

ração por parte dos camundongos machos tratados com as doses de 500 mg/kg 

(54,7 ± 2,1 g; p<0,05) e 1000 mg/kg (56,7 ± 2,4 g; p<0,05) de NCZ em comparação 

com o controle (69,5 ± 0,7 g).  

Ainda, foi observado uma diminuição significativa no consumo de ração em 

todos os grupos de camundongos fêmeas tratados com NCZ (60,3 ± 1,8 g; 

63,2 ± 2,1 g; 56,2 ± 3,1 g para os grupos tratados com 250, 500 e 1000 mg/kg, 

respectivamente; p<0,05) quando comparados ao grupo controle (68,2 ± 3,3 g). 

Também pode-se observar uma diminuição significativa no consumo de água 

por parte dos animais machos tratados com as doses de 500 mg/kg (72,9 ± 2,8 mL; 

p<0,05) e 1000 mg/kg (65,8 ± 2,3 mL; p<0,05) de NCZ, quando comparados ao 

grupo controle (87,1 ± 1,6 mL). Não foram observadas alterações significativas na 

evolução ponderal dos animais. 
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Tabela 5 – Consumo de água e de ração, e evolução ponderal de camundongos submetidos ao 

tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Consumo de 

ração (g) 

Consumo de 

água (mL) 

Peso inicial 

(g) 

Peso final 

(g) 

Controle - 
M 69,5 ± 0,7 87,1 ± 1,6 29,2 ± 0,9 37,7 ± 1,2 

F 68,2 ± 3,3 64,0 ± 1,9 30,9 ± 1,2 33,2 ± 0,7 

NCZ 250 
M 59,0 ± 2,1 76,5 ± 2,8 29,7 ± 0,6 38,4 ± 1,1 

F 60,3 ± 1,8a 64,2 ± 1,9 27,9 ± 0,4 32,4 ± 1,3 

NCZ 500 
M 54,7 ± 2,1a,b 72,9 ± 2,8a,b 26,9 ± 0,8 41,7 ± 1,3 

F 63,2 ± 2,1a 66,5 ± 2,1 30,3 ± 0,5 36,2 ± 0,6 

NCZ 1000 
M 56,7 ± 2,4a,b 65,8 ± 2,3a,b 28,3 ± 0,7 39,2 ± 1,2 

F 56,2 ± 3,1a,b,c 69,8 ± 2,3 31,8 ± 0,3 35,8 ± 0,8 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero, analisados por 

ANOVA seguido por Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. bp < 0,05 comparado ao grupo 

NCZ (250 mg/kg). cp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (500 mg/kg). 

  

A análise bioquímica dos animais submetidos ao estudo de doses repetidas 

revelou um aumento significativo na atividade enzimática de AST dos camundongos 

fêmeas tratados com as doses de 250 mg/kg (249,9 ± 14,4 U/L; p<0,05) e 

1000 mg/kg (272,8 ± 18,8 U/L; p<0,05) de NCZ quando comparados ao grupo 

controle (193,1 ± 11,8 U/L). Observa-se também uma aumento significativo na 

atividade de ALT dos camundongos machos tratados com a dose de 1000 mg/kg 

(174,6 ± 6,7 U/L; p<0,05) de NCZ quando comparado ao grupo controle 

(72,4 ± 15,9 U/L) (Tabela 6). 

A avaliação da função renal revelou uma diminuição significativa da 

concentração sérica de ureia dos animais machos tratados com a dose de 

1000 mg/kg (38,8 ± 1,7 mg/dL; p<0,05) quando comparado ao grupo controle 

(45,6 ± 1,0 mg/dL). Não foram observadas alterações significativas na concentração 

sérica de creatinina em nenhuma das doses testadas (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Parâmetros bioquímicos de sangue periférico de camundongos submetidos ao tratamento 

com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero AST (U/L) ALT (U/L) 

Ureia 

(mg/dL) 

Creatinina 

(mg/dL) 

Parâmetros 

normais* 
- 

M 70 – 400 25 – 200 15 – 45 0,3 – 0,8 

F 70 – 400 25 –100 15 – 40 0,2 – 0,6 

Controle - 
M 229,0 ± 12,2 72,4 ± 15,9 45,6 ± 1,0 0,6 ± 0,07 

F 193,1 ± 11,8 174,0 ± 12,6 43,7 ± 2,1 0,6 ± 0,06 

NCZ 250 
M 225,4 ± 12,7 81,0 ± 6,1 44,7 ± 2,1 0,5 ± 0,04 

F 249,9 ± 14,4a 194,8 ± 10,2 39,0 ± 2,4 0,6 ± 0,05 

NCZ 500 
M 221,3 ± 12,0 104,8 ± 19,7 42,6 ± 2,2 0,5 ± 0,04 

F 229,4 ± 13,5 177,2 ± 10,2 41,9 ± 2,2 0,6 ± 0,05 

NCZ 1000 
M 205,6 ± 7,5 174,6 ± 6,7a,b,c 38,8 ± 1,7a 0,4 ± 0,03 

F 272,8 ± 18,8a 210,2 ± 16,1 42,7 ± 2,2 0,6 ± 0,07 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero, analisados por 

ANOVA seguido por Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. bp < 0,05 comparado ao grupo 

NCZ (250 mg/kg). cp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (500 mg/kg). *Parâmetros bioquímicos normais 

segundo GAD (2007). 

 

Em relação aos parâmetros hematológicos, não foram evidenciadas 

alterações significativas nos grupos de camundongos machos submetidos aos 

tratamentos com doses repetidas de NCZ quando comparados ao grupo controle 

(Tabela 7). 
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Tabela 7 – Parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos machos submetidos ao 

tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Parâmetro 
Parâmetros 

normais* 
Controle 

NCZ 

250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg 

Hemácias (106/mm3) 9,0 – 11,3 9,1 ± 0,3 9,3 ± 0,3 9,6 ± 0,3 9,0 ± 0,2 

Hemoglobina (g/dL) 13,5 – 17,0 15,1 ± 0,6 15,7 ± 0,4 15,8 ± 0,4 14,8 ± 0,4 

Hematócrito (%) 45,0 – 55,0 50,3 ± 2,1 50,1 ± 2,1 51,4 ± 3,1 46,2 ± 1,8 

VCM (fm3) 47,0 – 55,0 55,0 ± 1,4 53,8 ± 1,5 53,1 ± 1,5 51,5 ± 1,7 

HCM (pg) 13,0 – 16,0 16,6 ± 0,3 16,8 ± 0,6 16,5 ± 0,3 16,5 ± 0,4 

CHCM (g/dL) 29,0 – 34,0 30,3 ± 0,8 31,5 ± 1,0 31,4 ± 1,3 32,1 ± 0,4 

Leucócitos totais (103/mm3) 2,0 – 10,0 7,9 ± 0,7 8,2 ± 0,5 10,1 ± 1,3 9,8 ± 0,8 

Linfócitos 60 – 90 75,3 ± 1,0 74,2 ± 1,3 70,6 ± 2,6 81,9 ± 2,5b,c 

Segmentados 10 – 40 20,2 ± 1,1 19,6 ± 2,2 24,6 ± 2,3 14,8 ± 2,3c 

Monócitos 0 – 6 3,1 ± 0,3 2,9 ± 0,6 4,0 ± 0,6 3,3 ± 0,4 

Eosinófilos 0 – 5 1,3 ± 0,3 1,3 ± 0,3 0,8 ± 0,3 0,4 ± 0,2 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. bp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (250 mg/kg). cp < 0,05 comparado ao 

grupo NCZ (500 mg/kg). *Parâmetros hematológicos normais segundo GAD (2007). 

 

 Já a análise hematológica dos camundongos fêmeas submetidos ao 

tratamento com doses repetidas de NCZ revelou um aumento significativo na 

contagem total de leucócitos nos animais tratados com as doses de 500 mg/kg 

(9,8 ± 0,6 103/mm3; p<0,05) e 1000 mg/kg (10,1 ± 1,1 103/mm3; p<0,05) quando 

comparados ao grupo controle (7,2 ± 0,5 103/mm3) (Tabela 8). 
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Tabela 8 – Parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos fêmeas submetidos ao 

tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Parâmetro 
Parâmetros 

normais* 
Controle 

NCZ 

250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg 

Hemácias (106/mm3) 9,0 – 11,5 9,2 ± 0,3 9,4 ± 0,2 9,2 ± 0,2 8,7 ± 0,3 

Hemoglobina (g/dL) 14,5 – 17,5 15,9 ± 0,2 15,9 ± 0,3 15,7 ± 0,4 15,5 ± 0,4 

Hematócrito (%) 45 – 57 51,0 ± 2,1 54,0 ± 1,8 51,3 ± 2,3 50,2 ± 1,8 

VCM (fm3) 45 – 55 55,8 ± 1,8 57,7 ± 1,2 55,7 ± 1,7 57,8 ± 1,3 

HCM (pg) 13 – 16 17,5 ± 0,4 17,1 ± 0,3 17,1 ± 0,2 17,9 ± 0,4 

CHCM (g/dL) 29 – 34 31,7 ± 1,3 29,7 ± 0,7 31,1 ± 1,0 31,2 ± 1,0 

Leucócitos totais (103/mm3) 1,0 – 12,0 7,2 ± 0,5 9,4 ± 0,6 9,8 ± 0,6a 10,1 ± 1,1a 

Linfócitos 60 – 90 85,5 ± 1,8 82,6 ± 1,9 86,9 ± 1,0 81,6 ± 3,5 

Segmentados 10 – 40 10,9 ± 1,4 14,7 ± 1,8 10,9 ± 1,0 15,9 ± 3,1 

Monócitos 0 – 6 3,6 ± 0,7 2,8 ± 0,4 2,2 ± 0,4 2,6 ± 0,5 

Eosinófilos 0 – 5 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez por gênero animais analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. *Parâmetros hematológicos 

normais segundo GAD (2007). 

 

 A análise do índice dos órgãos dos animais submetidos ao estudo 

demonstrou uma diminuição significativa do índice do timo dos camundongos 

fêmeas submetidos ao tratamento com a dose de 1000 mg/kg de NCZ 

(2,6 ± 0,3 mg/g; p<0,05) quando comparado ao grupo controle (3,9 ± 0,2 mg/g)  

(Tabela 9). 
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Tabela 9 – Índices dos órgãos de camundongos submetidos ao tratamento com doses repetidas 

(v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Índice de 

coração 

(mg/g) 

Índice de 

fígado 

(mg/g) 

Índice de 

rins 

 (mg/g) 

Índice de 

timo 

(mg/g) 

Índice de 

baço (mg/g) 

Controle - 
M 3,8 ± 0,2 59,0 ± 2,0 11,4 ± 0,4 3,0 ± 0,2 5,5 ± 0,5 

F 4,1 ± 0,2 55,7 ± 1,6 11,7 ± 0,6 3,9 ± 0,2 5,5 ± 0,2 

NCZ 250 
M 3,6 ± 0,1 56,5 ± 1,6 11,2 ± 0,4 2,4 ± 0,2 4,4 ± 0,5 

F 4,2 ± 0,1 56,6 ± 2,2 11,2 ± 0,4 3,2 ± 0,2 6,3 ± 0,6 

NCZ 500 
M 4,2 ± 0,1 57,5 ± 1,5 12,1 ± 0,5 2,6 ± 0,3 4,8 ± 0,4 

F 4,1 ± 0,2 59,1 ± 1,4 11,0 ± 0,5 3,3 ± 0,3 5,1 ± 0,4 

NCZ 1000 
M 3,9 ± 0,2 52,6 ± 1,9 11,6 ± 0,3 2,9 ± 0,1 5,0 ± 0,8 

F 4,0 ± 0,2 58,8 ± 1,5 9,8 ± 1,1 2,6 ±0,3a 4,7 ± 0,4 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao controle. 

 

 No que diz respeito à temperatura dos camundongos submetidos ao 

tratamento com doses repetidas de NCZ, não foram observadas alterações 

significativas desse parâmetro, nos períodos analisados, quando comparado ao 

grupo controle (Tabela 10). 

 

Tabela 10 – Temperatura de camundongos submetidos ao tratamento com doses repetidas (v.o.) de 

NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Temperatura (ºC) 

Basal 14 dias 28 dias 

Controle - 
M 35,6 ± 0,2 35,4 ± 0,4 36,7 ± 0,2 

F 35,4 ± 0,2 35,5 ± 0,4 36,5 ± 0,2 

NCZ 250 
M 34,8 ± 0,3 34,5 ± 0,5 36,6 ± 0,3 

F 35,3 ± 0,2 35,7 ± 0,3 36,9 ± 0,2 

NCZ 500 
M 35,5 ± 0,3 34,4 ± 0,4 36,5 ± 0,3 

F 35,7 ± 0,3 35,5 ± 0,4 37,0 ± 0,3 

NCZ 1000 
M 35,2 ± 0,2 33,8 ± 0,4 35,8 ± 0,2 

F 35,5 ± 0,2 34,4 ± 0,3 36,0 ± 0,5 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisados por 

ANOVA seguido de Tukey. 
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Também não foram observadas alterações significativas na glicemia dos 

animais, após 14 ou 28 dias de tratamento com NCZ quando comparado ao grupo 

controle (Tabela 11). 

 

Tabela 11 – Glicemia de camundongos submetidos ao tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Glicemia (mg/dL) 

Basal 14 dias 28 dias 

Controle - 
M 153,5 ± 10,2 105,3 ± 6,4 113,0 ± 6,0 

F 160,7 ± 12,0 108,1 ± 5,9 98,8 ± 4,4 

NCZ 250 
M 176,0 ± 12,3 120,4 ± 7,9 113,9 ± 5,0 

F 148,8 ± 10,4 112,0 ± 7,4 100,8 ± 5,5 

NCZ 500 
M 168,7 ± 5,1 109,9 ± 14,9 91,0 ± 5,2 

F 155,9 ± 8,4 113,0 ± 5,3 91,5 ± 3,2 

NCZ 1000 
M 173,1 ± 8,3 139,6 ± 13,3 127,1 ± 11,3 

F 150,7 ± 6,6 101,1 ± 6,5 104,6 ± 9,3 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. 

 

Da mesma forma, não foram observadas alterações significativas no tempo 

de permanência dos animais na barra giratória do aparelho de rota-rod, após 14 ou 

28 dias de tratamento com NCZ, quando comparado ao tempo dos animais do grupo 

controle (Tabela 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

Tabela 12 – Tempo de permanência na barra giratória (rota-rod) de camundongos submetidos ao 

tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Tempo de permanência na barra giratória (s) 

Basal 14 dias 28 dias 

Controle - 
M 180,0 ± 0,0 152,1 ± 18,3 165,6 ± 10,3 

F 180,0 ± 0,0 163,1 ± 12,8 168,4 ± 10,8 

NCZ 250 
M 180,0 ± 0,0 149,6 ± 16,3 163,1 ± 13,8 

F 177,4 ± 2,6 162,3 ± 11,9 159,3 ± 14,8 

NCZ 500 
M 176,2 ± 3,8 169,5 ± 10,5 161,8 ± 14,9 

F 177,0 ± 3,0 174,2 ± 2,8 171,9 ± 8,1 

NCZ 1000 
M 180,0 ± 0,0 161,4 ± 10,7 179,1 ± 0,9 

F 180,0 ± 0,0 161,3 ± 10,7 177,6 ± 1,3 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. 

 

Já no teste do campo aberto, observou-se um aumento significativo na 

ambulação dos animais machos tratados com as doses de 500 mg/kg (51,1 ± 9,2; 

p<0,05) e 1000 mg/kg (49,5 ± 7,7; p<0,05) de NCZ quando comparado aos animais 

do grupo controle após 28 dias de tratamento com a amostra em estudo (24,4 ± 2,4) 

(Tabela 13). 

 

Tabela 13 – Ambulação no teste de campo aberto de camundongos submetidos ao tratamento com 

doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Ambulação (nº de quadrantes) 

Basal 14 dias 28 dias 

Controle - 
M 47,2 ± 5,4 37,0 ± 3,5 24,4 ± 2,4 

F 35,2 ± 3,8 63,8 ± 4,8 75,8 ± 4,2 

NCZ 250 
M 29,5 ± 9,1 54,2 ± 8,8 21,3 ± 2,5 

F 40,4 ± 5,4 55,0 ± 4,6 58,9 ± 5,1 

NCZ 500 
M 54,5 ± 9,5 38,9 ± 10,9 51,1 ± 9,2a,b 

F 33,6 ± 7,8 51,2 ± 7,0 65,4 ± 8,2 

NCZ 1000 
M 31,8 ± 3,0 63,9 ± 8,8 49,5 ± 7,7a,b 

F 38,6 ± 3,9 57,4 ± 4,9 56,2 ± 5,2 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. bp < 0,05 comparado ao grupo 

NCZ (250 mg/kg). 
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 Ainda no teste do campo aberto, também foi observado uma diminuição 

significativa no tempo de auto-limpeza dos camundongos machos após 28 dias de 

tratamento com 500 mg/kg de NCZ (3,8 ± 1,5 s; p<0,05), quando comparado ao 

grupo controle  (15,8 ± 3,7 s) (Tabela 14). 

 

Tabela 14 – Tempo de auto-limpeza no teste de campo-aberto de camundongos submetidos ao 

tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Auto-limpeza (s) 

Basal 14 dias 28 dias 

Controle - 
M 4,0 ± 1,9 17,0 ± 4,1 15,8 ± 3,7 

F 12,6 ± 4,6 13,8 ± 3,8 19,3 ± 3,2 

NCZ 250 
M 5,2 ± 1,7 22,3 ± 5,4 14,6 ± 3,8 

F 8,8 ± 2,8 13,7 ± 1,5 16,0 ± 6,1 

NCZ 500 
M 8,2 ± 1,8 17,8 ± 3,7 3,8 ± 1,5a 

F 18,2 ± 6,6 13,5 ± 2,2 11,2 ± 2,8 

NCZ 1000 
M 14,6 ± 4,3 21,1 ± 8,4 12,9 ± 2,6 

F 15,6 ± 4,0 11,8 ± 2,6 14,2 ± 2,2 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. 

 

Os camundongos fêmeas por sua vez apresentaram uma diminuição 

significativa no número de levantamentos (3,9 ± 0,8; p<0,05), em comparação ao 

grupo controle (9,5 ± 1,6), após 28 dias de tratamento com NCZ (1000 mg/kg) 

(Tabela 15). 
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Tabela 15 – Número de levantamentos em duas patas no teste de campo aberto de camundongos 

submetidos ao tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Levantamentos (nº) 

Basal 14 dias 28 dias 

Controle - 
M 6,6 ± 1,7 2,1 ± 1,3 3,7 ± 0,8 

F 3,4 ± 1,3 6,8 ± 1,9 9,5 ± 1,6 

NCZ 250 
M 1,4 ± 0,9 3,4 ± 1,5 2,6 ± 0,8 

F 5,8 ± 3,2 3,7 ± 0,7 4,1 ± 0,7 

NCZ 500 
M 7,2 ± 2,1 3,3 ± 1,4 8,6 ± 3,0 

F 4,4 ± 1,6 6,4 ± 1,5 5,4 ± 1,3 

NCZ 1000 
M 1,4 ± 0,5 2,8 ± 0,9 5,9 ± 2,2 

F 3,6 ± 2,2 5,3 ± 1,7 3,9 ± 0,8a 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. 

 

Não foram observadas alterações significativas na taxa de defecação dos 

animais machos ou fêmeas submetidos ao tratamento com doses repetidas de NCZ 

quando comparados ao grupo controle (Tabela 16). 

 

Tabela 16 – Número de bolos fecais no teste de campo aberto de camundongos submetidos ao 

tratamento com doses repetidas (v.o.) de NCZ 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
Gênero 

Número de bolos fecais 

Basal 14 dias 28 dias 

Controle - 
M 4,8 ± 1,0 3,3 ± 0,6 3,0 ± 0,6 

F 4,0 ± 1,1 3,8 ± 0,4 3,7 ± 0,4 

NCZ 250 
M 1,8 ± 0,7 2,1 ± 0,5 3,3 ± 0,3 

F 1,2 ± 0,6 4,8 ± 0,9 3,2 ± 0,3 

NCZ 500 
M 3,4 ± 1,3 4,1 ± 0,8 3,8 ± 0,7 

F 4,2 ± 1,0 3,3 ± 0,7 2,8 ± 0,8 

NCZ 1000 
M 2,2 ± 0,9 2,9 ± 0,6 2,6 ± 0,7 

F 4,2 ± 1,2 2,8 ± 0,6 4,0 ± 0,7 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de dez animais por gênero analisado por 

ANOVA seguido de Tukey. 

 

 A histopatologia dos rins e fígado dos animais sobreviventes submetidos ao 

tratamento com doses repetidas de NCZ não revelou alterações significativas. Em 
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amostras de fígado de alguns animais foram observados apenas leves infiltrados 

inflamatórios, os quais não apresentam significado clínico relevante (Figura 4). 
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Figura 4 – Histopatologia do fígado e rins de camundongos submetidos ao tratamento de doses 

repetidas (v.o.) com NCZ.  A: Controle machos (fígado). B: Controle fêmeas (fígado). C: NCZ 

1000 mg/kg machos (fígado). D: NCZ 1000 mg/kg fêmeas (fígado). E: Controle machos (rins). F: 

Controle fêmeas (rins). G: NCZ 1000 mg/kg machos (rins). H: NCZ 1000 mg/kg fêmeas (rins). 

Hematoxilina-eosina e Tricrômico de Masson (100 x e 400 x). 
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5.3 Avaliação da genotoxicidade 

 

Para avaliar um possível efeito genotóxico in vivo de NCZ foi realizado o 

ensaio do micronúcleo, cujo resultado está apresentado na Tabela 17. O tratamento 

dos animais com NCZ, tanto pela via intraperitoneal, quanto pela via oral, não 

induziu um aumento na frequência de eritrócitos micronucleados em sangue 

periférico quando comparados ao grupo controle (5% Tween 80). 

 

Tabela 17 – Frequência de eritrócitos micronucleados em sangue periférico de camundongos 

tratados com NCZ e ciclofosfamida 

Grupos Dose (mg/kg) Via de administração Células micronucleadas 

Controle - i.p. 4,0 ± 0,5 

Ciclofosfamida 50 i.p. 14,5 ± 2,6a 

NCZ 240 i.p. 3,2 ± 0,3 

Controle - v.o. 4,4 ± 0,5 

NCZ 1600 v.o. 3,0 ± 0,5 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais analisado aos pares por 

teste T (Mann-Whitney). ap < 0,05 comparado ao controle (5 % Tween 80). 

 

 

5.4 Avaliação da atividade antitumoral in vivo em modelo de CAE 

 

5.4.1 Avaliação da massa tumoral, volume do tumor e total celular 

 

Camundongos transplantados com tumor ascítico de Ehrlich foram tratados 

via intraperitoneal com NCZ (10, 20 e 40 mg/kg), por nove dias, para avaliação do 

seu efeito antitumoral in vivo. 

Foi observada significante redução na massa tumoral nos animais tratados 

com a dose de 40 mg/kg de NCZ (0,0 ± 0,0 g; p<0,05) quando comparado ao grupo 

controle (7,7 ± 0,3 g).  

O volume tumoral nos animais tratados com a dose de 40 mg/kg 

(0,13 ± 0,1 mL; p<0,05) e 20 mg/kg (1,5 ± 1,0 mL; p<0,05) também foi 

significativamente diminuído quando comparado aos animais do grupo controle 

(8,4 ± 1,4 mL).  
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Além disso, também foi evidenciada uma diminuição significativa no total 

celular nos animais tratados com as doses de 40 mg/kg (1,9 ± 0,8 x 107 células; 

p<0,05), 20 mg/kg (11,7 ± 5,9 x 107 células; p<0,05) e 10 mg/kg (55,3 ± 15,1 x 107 

células; p<0,05) quando comparados ao grupo controle (153,9 ± 7,4 x 107 células). 

 Os animais tratados com 5-FU apresentaram significante redução em todos 

os parâmetros avaliados (massa tumoral: 0,2 ± 0,2 g; volume tumoral: 

0,01 ± 0,01 mL; total celular: 0,04 ± 0,01 x 107 células; p<0,05) (Figura 4). 

 

 

Figura 5 - Efeito do tratamento (i.p.) com NCZ e 5-FU em camundongos transplantados com CAE. A: 

massa tumoral. B: volume tumoral. C: total celular. Dados apresentados como média ± erro padrão da 

média de seis animais analisado por ANOVA seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo 

controle. bp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (10 mg/kg). dp < 0,05 comparado ao grupo 5-FU. 

 

 

5.4.2 Análise do ciclo celular 

 

 O tratamento de nove dias com NCZ induziu alterações significativas na 

distribuição das células de CAE nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 5). O 

tratamento com a dose de 20 mg/kg de NCZ levou a um aumento na percentagem 

A 

C 

B 
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de células na fase G2/M (25,6%) com subsequente diminuição na percentagem de 

células na fase G0/G1 (29,3%) quando comparado ao grupo controle (18% e 48%, 

respectivamente). Já o tratamento com a dose de 40 mg/kg de NCZ levou a um 

aumento na percentagem de células na fase sub-G1 (29%) e uma diminuição da 

percentagem de células na fase G0/G1 (20%) quando comparado ao grupo controle 

(2% e 48%, respectivamente). 
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Figura 6 – Percentagem de células de CAE nas fases do ciclo celular após os diferentes tratamentos. 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais analisado por ANOVA 

seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. bp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (10 

mg/kg). cp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (20 mg/kg). 

 

 

5.4.3 Avaliação do efeito antiangiogênico 

 

 A microdensidade vascular peritoneal foi quantificada no grupo controle e nos 

grupos submetidos ao tratamento com NCZ nas doses de 20 mg/kg e 40 mg/kg. 

Uma redução na microdensidade dos vasos foi observada nos grupos tratados com 

NCZ (15,4 ± 1,4%; p<0,05 e 10,2 ± 1,0%; p<0,05 para as doses de 20 mg/kg e 40 

mg/kg, respectivamente), assim como no grupo tratado com a droga padrão 5-FU 

(8,0 ± 2,1%; p<0,05) quando comparado ao grupo controle (75,3 ± 13,9%), não 

apresentando diferença significativa entre os grupos tratados com NCZ e o grupo 

tratado com 5-FU (Figura 7). 
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Figura 7 - Efeito do tratamento com NCZ e 5-FU na microdensidade dos vasos peritoneais de 

camundongos transplantados com CAE. A: Microdensidade dos vasos. Determinado pela área 

ocupada por vasos sanguíneos dividido pela área total selecionada. B: Membrana peritoneal dos 

camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. Dados apresentados como média ± erro 

padrão da média de seis animais analisado por ANOVA seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao 

grupo controle. 
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5.4.4 Quantificação das citocinas IL-1, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-α e IFN-γ no 

lavado peritoneal 

 

 A figura 8 apresenta os resultados da concentração de IL-1, IL-4, IL-10, IL-12, 

TNF-α e IFN-γ no lavado peritoneal de camundongos submetidos ao tratamento com 

as diferentes doses de NCZ e com a droga padrão (5-FU).  

Pode-se observar um aumento significativo na concentração de IL-10 

(387,6 ± 34,7 pg/mL; p<0,05), TNF-α (111,2 ± 9,8 pg/mL; p<0,05) e IFN-γ 

(630,0 ± 141,0 pg/mL; p<0,05) nos animais tratados com a dose de 20 mg/kg de 

NCZ, assim como um aumento de IL-1 (95,1 ± 14,6 pg/mL; p<0,05), TNF-α 

(151,7 ± 29,8 pg/mL; p<0,05) e IFN-γ (1066,0 ± 192,8 pg/mL; p<0,05) nos animais 

tratados com a dose de 40 mg/kg de NCZ, quando comparados aos animais do 

grupo controle (13,2 ± 1,3 pg/mL; 219,1 ± 7,3 pg/mL; 45,9 ± 3,6 pg/mL; 

161,7 ± 41,8 pg/mL para IL-1, IL-10, TNF-α e IFN-γ, respectivamente). Os animais 

tratados com 5-FU apresentaram uma diminuição significativa na concentração de 

IL-12 (45,8 ± 5,7 pg/mL; p<0,05) quando comparado ao controle (73,2 ± 6,2 pg/mL). 
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Figura 8 – Concentração de citocinas no lavado peritoneal de camundongos transplantados com 

CAE submetidos aos diferentes tratamentos. A: IL-1. B: IL-4. C: IL-10. D: IL-12. E: TNF-α. F: IFN-γ. 

Dados analisados por Kruskal-Wallis seguido de Dunns. ap < 0,05 comparado ao grupo controle.  cp < 

0,05 comparado ao grupo NCZ (20 mg/kg). dp < 0,05 comparado ao grupo 5-FU. 
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5.4.5 Avaliação da toxicidade em animais transplantados com células de CAE e 

submetidos ao tratamento com NCZ 

 

 Na tabela 18 estão expressos os valores referentes ao consumo de água e de 

ração, avaliados durante os nove dias de tratamento com NCZ, bem como a 

evolução ponderal dos animais. 

 

Tabela 18 – Consumo de água e ração, e evolução ponderal de camundongos transplantados com 

CAE submetidos aos diferentes tratamentos 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Consumo de 

água (mL) 

Consumo de 

ração (g) 
Peso inicial (g) Peso final (g) 

Controle - 31,9 ± 2,3 55,7 ± 4,1 31,6 ± 0,6 31,9 ± 1,6 

5-FU 25 30,0 ± 2,3 29,5 ± 1,5a 30,3 ± 0,1 25,7 ± 1,2a 

NCZ 10 38,1 ± 1,6 34,3 ± 2,3 32,1 ± 0,4 31,8 ± 0,6 

NCZ 20 38,1 ± 2,3 32,6 ± 1,1 31,2 ± 0,4 31, 8 ± 1,4 

NCZ 40 31,9 ± 2,3 28,4 ± 1,2a 31,5 ± 0,8 30,4 ± 1,4 

Dados apresentados como média ± erro padão da média de seis animais, analisados por ANOVA 

seguido por Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. 

 

De acordo com os resultados obtidos observa-se que houve diminuição 

significativa do consumo de ração por parte dos animais tratados com a dose de 40 

mg/kg de NCZ (28,4 ± 1,2 g; p<0,05) e dos animais tratados com 5-FU (29,5 ± 1,5 g; 

p<0,05), quando comparados ao grupo controle (55,7 ± 4,1 g). No entanto, essa 

alteração não foi acompanhada de diminuição significativa no peso dos animais 

tratados com a maior dose de NCZ, o que, pelo contrário, ocorreu no grupo tratado 

com a droga padrão (5-FU), cujos animais apresentaram diminuição significativa no 

peso ao final do tratamento (25,7 ± 1,2 g; p<0,05), em comparação com o controle 

(31,9 ± 1,6 g). Em relação ao consumo de água não foram observadas alterações 

significativas em nenhum dos grupos experimentais. 

A análise toxicológica dos efeitos de NCZ incluiu também a avaliação de 

parâmetros bioquímicos e hematológicos. Observou-se um aumento significativo na 

atividade da ALT no grupo tratado com a dose de 40 mg/kg de NCZ (64,9 ± 6,3 U/L; 

p<0,05), em comparação ao controle (37,1 ± 5,2 U/L) (Tabela 19). 
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Tabela 19 – Parâmetros bioquímicos de sangue periférico de camundongos transplantados com CAE 

submetidos aos diferentes tratamentos 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 
AST (U/L) ALT (U/L) 

Ureia 

(mg/dL) 

Creatinina 

(mg/dL) 

Parâmetros normais* - 70 – 400 25 – 100 15 – 40 0,2 – 0,6 

Controle 

5- FU 

- 

25 

205,6 ± 33,4 

149,6 ± 12,0 

37,1 ± 5,2 

31,3 ± 8,3 

60,1 ± 6,4 

35,5 ± 4,8a 

0,23 ± 0,03 

0,51 ± 0,04a 

NCZ 10 159,9 ± 16,6 16,7 ± 4,3d 49,0 ± 8,8 0,29 ± 0,02d 

NCZ 20 163,5 ± 7,5 41,3 ± 3,7b 32,4 ± 2,7a 0,49 ± 0,03a,b 

NCZ 40 206,4 ± 16,5 64,9 ± 6,3a,b,c,d 33,9 ± 3,1a 0,59 ± 0,07a,b 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais analisado por ANOVA 

seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. bp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (10 

mg/kg). cp < 0,05 comparado ao grupo NCZ (20 mg/kg). dp < 0,05 comparado ao grupo 5-FU. 

*Parâmetros bioquímicos normais segundo GAD (2007). 

 

Em relação à função renal, foi observada uma diminuição significativa na 

concentração sérica de ureia nos grupos tratados com as doses de 20 mg/kg 

(32,4 ± 2,7 mg/dL; p<0,05) e 40 mg/kg (33,9 ± 3,1 mg/dL; p<0,05) de NCZ quando 

comparado ao grupo controle (60,1 ± 6,4 mg/dL). Foi observado também um 

aumento significativo na concentração sérica de creatinina nos animais tratados com 

as doses de 20 mg/kg (0,49 ± 0,03 mg/dL; p<0,05) e 40 mg/kg (0,59 ± 0,07 mg/dL; 

p<0,05) de NCZ, assim como nos animais tratados com o 5-FU (0,51 ± 0,04 mg/dL; 

p<0,05), quando comparados ao grupo controle (0,23 ± 0,03 mg/dL) (Tabela 19). 

 No que diz respeito à avaliação hematológica não foram observadas 

alterações significantes na contagem total de hemácias, na concentração de 

hemoglobina e nos valores do hematócrito dos grupos tratados com NCZ quando 

comparados ao grupo controle (Tabela 20). 
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Tabela 20 – Parâmetros hematológicos de sangue periférico de camundongos transplantados com 

CAE submetidos aos diferentes tratamentos 

Parâmetro 
Parâmetros 

normais* 
Controle 5-FU 

NCZ 

10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg 

Hemácias 

(106/mm3) 
9,0 – 11,5 7,5 ± 0,3 7,1 ± 0,7 7,1 ± 0,3 6,1 ± 0,6 6,5 ± 0,3 

Hemoglobina 

(g/dL) 
14,5 – 17,5 13,6 ± 0,4 13,5 ± 1,1 13,9 ± 0,8 12,7 ± 0,7 13,7 ± 0,3 

Hematócrito (%) 45,0 – 57,0 33,7 ± 2,4 34,6 ± 4,1 33,8 ± 1,7 29,9 ± 3,1 28,7 ± 1,9 

VCM (fm3) 45,0 – 55,0 44,8 ± 1,4 48,7 ± 1,3 47,8 ± 1,9 49,5 ± 1,6 44,5 ± 1,7 

HCM (pg) 13,0 – 16,0 18,3 ± 0,5 19,4 ± 0,5 19,6 ± 0,6 20,8 ± 0,6a 21,4 ± 0,6a 

CHCM (g/dL) 29,0 – 34,0 41,1 ± 1,9 40,0 ± 1,5 41,1 ± 1,3 44,1 ± 3,1 48,5 ± 2,6 

Leucócitos totais 

(103/mm3) 
1,0 – 12,0 8,9 ± 1,6 3,7 ± 0,6 13,0 ± 2,0d 8,1 ± 1,1 14,4 ± 2,5d 

Linfócitos 60 – 90 52,7 ± 6,1 86,5 ± 2,0a 44,8 ± 7,3d 52,7 ± 7,2d 55,0 ± 7,7d 

Segmentados 10 – 40 44,0 ± 5,9 10,1 ± 1,6a 51,5 ± 6,9d 43,5 ± 7,3d 41,7 ± 7,4d 

Monócitos 0 – 6 3,2 ± 0,5 2,7 ± 0,6 3,5 ± 0,6 3,2 ± 0,3 3,0 ± 0,9 

Eosinófilos 0 – 5 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,2 ± 0,2 0,3 ± 0,2 0,3 ± 0,2 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais analisado por ANOVA 

seguido de Tukey. ap < 0,05 comparado ao grupo controle. dp < 0,05 comparado ao grupo 5-FU. 

*Parâmetros hematológicos normais segundo GAD (2007). 

 

Também não foram observadas alterações no Volume Corpuscular Médio 

(VCM) e na Concentração Hemoglobínica Corpuscular Média (CHCM) das 

hemácias. No entanto, a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) aumentou 

significativamente nos grupos tratados com as doses de 20 mg/kg (20,8 ± 0,6 pg; 

p<0,05) e 40 mg/kg (21,4 ± 0,6 pg; p<0,05) de NCZ, quando comparados ao grupo 

controle (18,3 ± 0,5 pg) (Tabela 20). 

Em relação à contagem total de leucócitos, não foram observadas alterações 

significativas nos grupos tratados com NCZ ou no grupo tratado com a droga padrão 

(5-FU) (Tabela 20). 

Na contagem diferencial de leucócitos, não foram observadas alterações 

significativas nos grupos tratados com NCZ. Já o grupo tratado com o 5-FU 

apresentou um aumento significativo na percentagem de linfócitos (86,5 ± 2,0%; 

p<0,05) e diminuição significativa na percentagem de neutrófilos (10,1 ± 1,6%; 
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p<0,05), quando comparado ao grupo controle (52,7 ± 6,1 e 44,0 ± 5,9%, 

respectivamente) (Tabela 20). 

O tratamento com as diferentes doses de NCZ não resultou em alterações 

significativas nos índices dos órgãos quando comparados ao grupo controle 

(Tabela 21). 

 

Tabela 21 – Índices dos órgãos de camundongos transplantados com CAE submetidos aos diferentes 

tratamentos 

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 ± 0,3 3,6 ± 0,5 5,9 ± 0,7 64,9 ± 2,5 10,4 ± 0,7 

5-FU 25 4,7 ± 0,3 2,2 ± 0,6 5,4 ± 0,5 58,0 ± 2,1 12,5 ± 0,6 

NCZ 10 4,0 ± 0,2 3,7 ± 0,7 7,1 ± 0,7 67,7 ± 4,4 11,2 ± 0,7 

NCZ 20 4,3 ± 0,2 3,2 ± 0,5 5,6 ± 1,0 63,4 ± 4,5 11,4 ± 1,0 

NCZ 40 4,5 ± 0,2 3,3 ± 0,6 5,8 ± 1,0 54,5 ± 4,3 11,2 ± 0,4 

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais analisados por ANOVA 

seguido de Tukey. 

 

 A histopatologia dos rins e fígado dos animais transplantados com CAE 

submetidos ao tratamento com NCZ não revelou alterações significativas. Em alguns 

animais foram observados no fígado apenas leves infiltrados inflamatórios, os quais 

não apresentam significado clínico relevante (Figura 9). 
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Figura 9 – Histopatologia do fígado e rins de camundongos submetidos ao tratamento 

antitumoral com NCZ.  A: Controle (fígado). B: NCZ 40 mg/kg (fígado). C: Controle (rins). D: 

NCZ 40 mg/kg (rins). Hematoxilina-eosina e Tricrômico de Masson (100 x e 400 x). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Para investigar a segurança de drogas para uso humano, avaliações 

toxicológicas são sempre realizadas em animais experimentais, com o objetivo de 

investigar uma potencial toxicidade e prover informações sobre doses seguras a 

serem utilizadas em humanos (IMINJAN, 2014). 

Assim, considerando a proposta de uso humano das nanopartículas de óxido 

de cério associadas ao óxido de zinco (NCZ) na odontologia, como cimento para 

restaurações, a avaliação de sua possível toxicidade é imprescindível na 

determinação da segurança de seu uso. Essa preparação vem sendo estudada no 

Programa de Pós-graduação em Odontologia (PPGO) da UFPB e mostrou 

significante atividade antimicrobiana (SANTOS, 2013). 

A fim de se investigar o efeito da administração, por via oral, de uma alta dose 

de NCZ em um curto intervalo de tempo, mimetizando intoxicações agudas pela 

amostra, foi realizado o estudo de toxicidade pré-clínica aguda em camundongos.  

Com base nos resultados obtidos, NCZ apresentou uma baixa toxicidade nas 

condições experimentais avaliadas. Essa informação é corroborada pelo fato de que 

a maior parte dos parâmetros avaliados não apresentou alteração significativa. Uma 

diminuição no consumo de ração foi observada, no entanto, não foi capaz de 

provocar alterações significativas na evolução ponderal dos animais mesmo após 14 

dias de observação. Também foi observado um aumento significativo na contagem 

total de leucócitos, células que tem por função o combate e a eliminação de 

microrganismos e estruturas estranhas ao organismo, no entanto, apesar da 

diferença apresentada entre grupo controle e tratado, o número total de leucócitos 

se manteve dentro dos parâmetros considerados normais para camundongos 

(EVANS, 2009). No que diz respeito às alterações observadas nas análises 

histopatológicas de fígado e rins, as mesmas são descritas na literatura como sinais 

de fraca toxicidade na qual a retirada da droga ou ajuste de dose geralmente conduz 

a uma rápida melhora e reversão dos danos (MONTENEGRO et al., 2008; 

VASCONCELLOS et al., 2007). 

Posteriormente, com o objetivo de avaliar o efeito da administração, por via 

oral, de pequenas doses de NCZ, em um intervalo de tempo maior, mimetizando 

uma intoxicação subcrônica pela substância, foi realizado o estudo de toxicidade 

pré-clínica de doses repetidas (28 dias). 
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Foram observadas alterações no consumo de água e de ração após o 

tratamento de doses repetidas com NCZ, o que fornece indícios de toxicidade 

sistêmica. Porém, apesar da redução significativa observada nesses parâmetros, os 

mesmos não foram capazes de provocar alterações significativas na evolução 

ponderal dos animais mesmo após 28 dias de tratamento. 

O fígado é o maior e mais complexo dos órgãos internos. Está envolvido com 

a síntese de proteínas plasmáticas, lipídios e lipoproteínas, mas também tem função 

na reserva de energia, síntese de vários hormônios e, principalmente, é o órgão 

onde ocorre o metabolismo das drogas lipossolúveis, bem como de outros 

compostos potencialmente tóxicos (HENRY, 2008). 

Inúmeras enzimas são clinicamente úteis para o reconhecimento e 

monitoramento de determinados processos patológicos, e a atividade de duas 

enzimas em especial são de extrema importância para avaliação da função hepática, 

a aspartato aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase (ALT). Os 

hepatócitos contêm concentrações elevadas dessas enzimas. Em casos de lesão 

hepática, as mesmas extravasam para o plasma permitindo o diagnóstico e 

monitoramento da lesão (HENRY, 2008).  

No entanto, apesar da AST ser encontrada em altas concentrações no 

citoplasma e nas mitocôndrias das células hepáticas, ela também é encontrada no 

músculo esquelético e cardíaco, rins, pâncreas e eritrócitos. Quando qualquer um 

desses tecidos é danificado, a AST é liberada no sangue. Como não há um método 

laboratorial para saber qual a origem da AST encontrada no sangue, o diagnóstico 

da causa do seu aumento deve levar em consideração a possibilidade de lesão em 

qualquer um dos órgãos onde é encontrada. Já a ALT é encontrada em altas 

concentrações apenas no citoplasma dos hepatócitos, o que torna o seu aumento 

mais específico de lesão hepática (JORGE, 2006). 

A administração de NCZ resultou em um aumento significativo da atividade da 

ALT no grupo de animais machos que recebeu a dose de 1000 mg/kg, sugerindo a 

ocorrência de uma toxicidade hepática, induzida pela amostra em estudo. Ainda, 

uma toxicidade possivelmente hepática também foi observada nos animais fêmeas 

que receberam as doses de 250 mg/kg e 1000 mg/kg, evidenciada pelo aumento da 

AST, mas que não pode ser confirmada pois não foi observado aumento da ALT. 

Essa característica, no entanto, não se trata de um fator limitante para sua utilização 

clínica, uma vez que diversos medicamentos disponíveis no mercado, e amplamente 
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utilizados pela população, são capazes de causar algum grau de hepatotoxicidade, 

com elevação dos níveis de AST e ALT, como é o caso do paracetamol, 

cetoconazol, isotretinoína, fenitoína, dentre outros (HAYASHI; FONTANA, 2014).  

A avaliação da função renal pode ser realizada por meio da determinação das 

concentrações sanguíneas de ureia e creatinina. A ureia é um produto de 

degradação do metabolismo dos aminoácidos, constitui a forma como o organismo 

elimina o nitrogênio dessas moléculas, e sua eliminação se dá principalmente 

através dos rins. A creatinina é um produto da degradação da creatina muscular. 

Essa substância não é utilizada pelo organismo, é totalmente inativa, sendo também 

excretada pelos rins (PEREIRA, 1998). 

Quando ocorre falha renal, produtos de degradação do metabolismo, que 

seriam eliminados pelos rins, particularmente substâncias nitrogenadas como a ureia 

e a creatinina, se acumulam levando a um aumento dos seus níveis sanguíneos. Já 

valores reduzidos de ureia podem ser ocasionados por uma nutrição deficiente ou 

por uma diminuição na taxa de síntese, como no caso das hepatopatias 

(HENRY, 2008). 

O tratamento com NCZ levou a uma diminuição significativa da concentração 

sérica de ureia nos animais machos que receberam a dose de 1000 mg/kg, esta 

diminuição pode estar relacionada à toxicidade hepática observada nesse grupo, 

evidenciada pelos valores elevados de ALT, resultando na diminuição da síntese 

deste composto nitrogenado. 

A biodisponibilidade e a toxicidade das drogas envolvem as complexas 

interações de absorção, distribuição, metabolismo e excreção, fazendo com que as 

células sanguíneas fiquem expostas a essas drogas e seus metabólitos. O sangue é 

um dos maiores órgãos do corpo. Ele pode ser dividido em três elementos: 

eritrócitos (hemácias), leucócitos e trombócitos (plaquetas). Dessa forma, as 

análises de desordens hematológicas são realizadas com foco nesses grupos 

celulares (EVANS, 2009). 

Não foram observadas alterações nos parâmetros hematológicos dos 

camundongos machos tratados com NCZ, assim como na maioria dos parâmetros 

hematológicos dos camundongos fêmeas, a exceção ficou na contagem total de 

leucócitos que se apresentou significativamente maior nos camundongos fêmeas 

que receberam as doses de 500 e 1000 mg/kg, corroborando com os resultados do 

teste de toxicidade aguda. No entanto, apesar do aumento significativo desse 
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parâmetro, os valores permaneceram dentro dos parâmetros considerados normais 

para camundongos. 

Em estudos toxicológicos, a comparação do peso dos órgãos entre grupos de 

animais tratados e não tratados com a substância teste tem sido convencionalmente 

usada como parâmetro de avaliação de efeitos tóxicos (MICHAEL, 2007). Nesse 

contexto, o baço e o timo são órgãos com funções importantes no sistema 

imunológico que geralmente são susceptíveis à ação de várias drogas. 

No estudo de doses repetidas com NCZ foi possível observar uma diminuição 

significativa do índice do timo dos camundongos fêmeas submetidos ao tratamento 

com a dose de 1000 mg/kg. Esse fato pode estar relacionado a uma atrofia do timo 

que é observada em camundongos jovens em resposta a uma variedade de injúrias 

tóxicas, que podem ser reversíveis após a remoção do agente causador 

(GAD, 2007). 

O “Guia para condução de estudos não clínicos de toxicologia e segurança 

farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos”, desenvolvido 

pela ANVISA, descreve estudos e parâmetros essenciais na avaliação da segurança 

farmacológica de novas drogas, permitindo a investigação de efeitos indesejáveis 

nas funções fisiológicas dos diversos sistemas orgânicos (ANVISA, 2013). Dentre os 

parâmetros citados no guia como de interesse nessa avaliação está a temperatura 

corporal. 

O tratamento com doses repetidas de NCZ não foi capaz de provocar 

alterações significativas na temperatura corporal dos camundongos, não 

evidenciando, portanto, efeitos sobre o metabolismo geral. 

O sistema endócrino desempenha um papel importante na regulação de 

funções fisiológicas. Alguns órgãos participantes desse sistema são vulneráveis a 

xenobióticos, levando à toxicidade e comprometimento funcional dos mesmos 

(EVANS, 2005). É o caso do pâncreas, que é o órgão responsável pela produção de 

insulina, um hormônio com importantes funções, incluindo o controle da glicemia, 

metabolismo de carboidratos, síntese de proteína e armazenamento de lipídios. 

Nesse contexto, um dos parâmetros frequentemente monitorados em um estudo de 

doses repetidas é a determinação da glicemia. Alterações do metabolismo da 

glicose podem ser evidenciadas em consequência de toxicidade, ocasionando 

prejuízo a diferentes órgãos (EVANS, 2005; FONSECA; DAVIDSOBN, 2006). 
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A administração de NCZ por 28 dias não foi capaz de provocar alterações 

significativas na glicemia dos animais, não demonstrando, portanto, influência tóxica 

sobre o mecanismo regulador hormonal do pâncreas. 

Dentre as observações de interesse para a avaliação da segurança 

farmacológica de novas drogas incluem-se ainda aquelas relacionadas à 

investigação de toxicidade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) (ANVISA, 2013). 

Diversas drogas são capazes de interferir no funcionamento desse sistema 

produzindo deficiência psicomotora ou atividade depressora (SÁ et al., 2013). Dessa 

forma, com o objetivo de investigar possíveis alterações sobre o SNC decorrentes 

da utilização de NCZ, realizaram-se os testes de rota-rod e campo aberto nos 

animais em estudo. 

Não foi observada alteração significativa no tempo de permanência dos 

camundongos na barra giratória do aparelho de rota-rod, não evidenciando, 

portanto, influência de NCZ na atividade motora dos animais. 

No teste do campo aberto a administração repetida de NCZ aos animais 

induziu um efeito depressor/ansiolítico sobre o SNC demonstrado pela diminuição do 

tempo de auto-limpeza (camundongos machos tratados com a dose de 500 mg/kg) e 

uma diminuição no número de levantamentos (camundongos fêmeas tratados com a 

dose de 1000 mg/kg). Entretanto, foi observada uma resposta aparentemente oposta 

no parâmetro ambulação, cujo aumento foi demonstrado no grupo de animais 

machos que receberam as doses de 500 mg/kg e 1000 mg/kg de NCZ. No entanto, a 

correlação esperada entre atividade ansiolítica e diminuição da ambulação nem 

sempre pode ser evidenciada, uma vez que o tratamento com a droga pode causar 

alterações  na atividade locomotora por mecanismos que não envolvem ansiedade. 

A literatura relata que o parâmetro ambulação no teste do campo aberto pode sofrer 

influência de outros efeitos da droga, que não o ansiolítico/ansiogênico, tornando-o 

não definitivo para determinação de ansiedade na investigação psicofarmacológica 

(LISTER, 1990). 

 Na análise histopatológica do fígado e rins dos animais submetidos ao estudo 

de doses repetidas não foram observadas alterações significativas, não 

evidenciando, portanto, toxicidade em nível tecidual, corroborando com os 

resultados encontrados no estudo de toxicidade aguda. 

As propriedades específicas das nanopartículas, como grande capacidade de 

penetração, grande área de superfície, reatividade química, dentre outras, as torna 
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atrativas em tecnologias medicinais, porém, pouco se sabe do potencial genotóxico 

dessas substâncias. A literatura, inclusive, já relata casos de nanopartículas capazes 

de induzir danos ao DNA (DELMONT, 2013). Dessa forma, com a finalidade de se 

invetigar o potencial genotóxico in vivo de NCZ foi realizado o ensaio do micronúcleo 

em sangue periférico. Este ensaio é útil para a investigação de compostos com 

atividade clastogênica (indução de quebra cromossômica) ou aneugênica (indução 

de perda de cromossomos inteiros). 

O tratamento com NCZ não provocou um aumento significante na frequência 

de eritrócitos micronucleados em sangue periférico dos animais tratados, sugerindo 

que o mesmo não possui efeito genotóxico (clastogênico e/ou aneugênico) in vivo, 

característica importante para sua aplicabilidade na terapêutica. 

O potencial para a aplicação da nanotecnologia na medicina, em especial na 

área oncológica, é muito vasto, uma vez que nanopartículas podem apresentar 

várias vantagens e funções quando comparadas às moléculas de fármacos 

convencionais. Além da atividade antitumoral por si só, as nanopartículas podem ser 

utilizadas em terapias especificamente direcionadas às células tumorais, 

ocasionando menos efeitos adversos ao paciente, ou utilizadas como sistemas de 

liberação controlada de antineoplásicos, também com o objetivo de reduzir a 

toxicidade da droga, bem como de vencer a resistência aos medicamentos. Podem 

ainda funcionar como marcadores tumorais, permitindo uma capacidade aumentada 

de visualização de células cancerosas, levando a um diagnóstico precoce, e 

permitindo uma monitorização da eficácia do tratamento, controle do aparecimento 

de metástases ou tumor(es) reincidente(s) (INPI, 2011). 

Com o objetivo de avaliar doses seguras a serem utilizadas no ensaio de 

avaliação da atividade antitumoral de NCZ, foi realizado o ensaio de toxicidade pré-

clínica aguda por via intraperitoneal. A DL50 (i.p.) estimada em torno de 300 mg/kg 

permitiu a escolha das doses de 10, 20 e 40 mg/kg para avaliação da atividade 

antitumoral in vivo, considerando os vários trabalhos na literatura que associam 

nanopartículas de óxido de cério à atividade antitumoral (ALILI et al., 2011; 

ALILI et al., 2013; CHENG et al., 2013; GIRI et al., 2013; SACK et al., 2014; 

ZHANG et al., 2014; WASON et al., 2013).  

 Após nove dias de tratamento, NCZ apresentou significante atividade 

antitumoral em todas as doses testadas, com a dose de 40 mg/kg apresentando 

efeito semelhante em reduzir a massa tumoral, volume tumoral e total celular 
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quando comparado ao antineoplásico 5-FU (25 mg/kg). O 5-FU é um antineoplásico 

amplamente utilizado na clínica médica possuindo importante papel no tratamento 

do câncer de cólon, mama, cabeça e pescoço (PETERS; KÖHNE, 1999). Esse 

fármaco trata-se de uma uracila fluorada, em que o átomo de hidrogênio da posição 

5 foi substituído pelo átomo de flúor. O efeito antitumoral ocorre após conversão in 

vivo do mesmo em 5-monofosfato de 5-flúor 2’-desoxiuridina, que inibe a timidilato 

sintetase, enzima catalisadora da transformação do ácido desoxiuridílico e ácido 

timidílico, impedindo assim a síntese de DNA e, em menor extensão, do RNA 

(CUEVA et al., 2013). 

A desregulação do ciclo celular é uma das principais características das 

células tumorais (WANG et al., 2009), uma vez que, alterações na progressão 

normal do ciclo podem levar a uma proliferação desordenada de células dando 

origem aos tumores. Assim, a indução da parada do ciclo celular tem sido 

considerada como um importante mecanismo de substâncias envolvidas no 

tratamento anticâncer (KORNBER; LORCH, 1999; DICKSON; SCHWARTZ, 2009; 

XIAO et al., 2011). 

A fim de estudar os mecanismos moleculares envolvidos na atividade 

antitumoral apresentada pelas nanopartículas, seus efeitos sobre as diferentes fases 

do ciclo celular foram investigados.  

NCZ, quando administrado na dose de 20 mg/kg, induziu parada  do ciclo 

celular das células de CAE na fase G2/M, como evidenciado pelo aumento da 

quantidade de células nessa fase do ciclo, o que foi acompanhado por uma redução 

da quantidade de células na fase G0/G1. Este efeito pode estar relacionado a uma 

ação de NCZ sobre os microtúbulos, em um mecanismo semelhante ao 

antineoplásico paclitaxel, fármaco amplamente utilizado na clínica médica, o qual 

promove estabilização dos microtúbulos formados durante a divisão celular, 

impedindo a despolimerização necessária à replicação das células (SOUZA, 2004), 

ou ainda, o NCZ pode atuar em um passo anterior à formação dos microtúbulos, ou 

seja, inibindo a formação dos mesmos, em um mecanismo de ação semelhante a 

fármacos antineoplásicos como os alcaloides da vinca, vimblastina, vincristina e 

vinorelbina (CHOI et al., 2014). Outro mecanismo de ação possível é o bloqueio pré-

mitótico devido à ligação com a topoisomerase II, inibindo que essa enzima 

complete sua função e repare as duas fitas de DNA que foram previamente 
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quebradas no processo de divisão celular, agindo assim de forma semelhante aos 

derivados da podofilotoxina, etoposídeo e teniposídeo (BRANDÃO et al., 2010). 

Já quando NCZ foi administrado na dose de 40 mg/kg foi observado um 

aumento na quantidade de células na fase Sub-G1 do ciclo celular (menor 

quantidade de DNA marcado do que aquele das células em G0/G1). O acúmulo de 

células nessa fase é considerado um biomarcador de dano ao DNA, e o 

aparecimento do mesmo está relacionado à ocorrência de apoptose 

(WANG et al., 2011). A diminuição na marcação do DNA, observado em células em 

apoptose, é consequência da perda parcial de DNA dessas células devido à 

ativação de endonucleases endógenas e liberação subsequente de fragmentos de 

DNA de baixo peso molecular a partir da célula, antes da análise por citometria de 

fluxo (DARZYNKIEWICZ et al., 1992). Esse resultado sugere um maior efeito 

citotóxico de NCZ quando administrado em uma maior dose, indicando morte celular 

subsequente a uma parada do ciclo celular (HANSAKUL et al., 2014). Contudo, o 

mecanismo de ação exato de NCZ sobre o ciclo celular ainda precisa ser 

investigado. 

A angiogênese é uma passo essencial no desenvolvimento de tumores 

(AGRAWAL et al., 2011), está diretamente relacionada com o crescimento tumoral e 

metástases (FOLKMAN, 2007), uma vez que novos vasos sanguíneos permitem que 

oxigênio e nutrientes cheguem à nova massa de células tumorais em 

desenvolvimento. A ideia de que a angiogênese é um alvo em potencial para a 

terapia tumoral é amplamente aceita. Vários agentes antiangiogênicos que inibem 

tanto fatores de crescimento angiogênicos quanto seus receptores já foram 

desenvolvidos e têm sido objeto de diversos experimentos pré-clínicos e clínicos, 

dentre estes, a trombospondina-1, a combretastatin A-4 e o bevacizumab (PAPETTI; 

HERMAN, 2002). Os resultados do presente trabalho demonstram um significante 

efeito antiangiogênico de NCZ nas doses de 20 mg/kg e 40 mg/kg, o qual deve ser 

responsável, em parte, pela atividade antitumoral apresentada pela substância. 

O sistema imune oferece proteção contra diferentes tipos de patógenos que 

venham a entrar em contato com o organismo, assim como oferece proteção contra 

células tumorais. Essa proteção envolve a ativação de tipos celulares específicos, 

produção de linfócitos e produção de várias citocinas (SIVEEN; KUTTAN, 2012). A 

modulação da resposta imune é extremamente relevante na destruição de células 

tumorais (GURUVAYOORAPPAN; KUTTAN, 2007). A administração de NCZ 
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promoveu uma estimulação da resposta imune dos animais em ambas as doses 

investigadas, conforme evidenciado pelo aumento de IL-10, TNF-α e IFN-γ na dose 

de 20 mg/kg e IL-1, TNF-α e IFN- γ na dose de 40 mg/kg. 

Embora a IL-10 seja geralmente considerada uma interleucina anti-

inflamatória e imunossupressora que favorece o escape do tumor da vigilância 

imunológica, várias evidências relatam que a IL-10 também possui propriedades 

imunoestimulantes. De fato a IL-10 tem a capacidade de influenciar positivamente e 

negativamente a função imunológica e seu real papel na biologia tumoral continua 

incerto (MOCELLIN; MARINCOLA; YOUNG, 2005). A literatura já relatou a 

correlação de altos níveis de IL-10 com um melhor prognóstico no câncer 

(LU et al., 2004), além disso outros estudos demonstram que a IL-10 também pode 

inibir a angiogênese induzida pelo tumor e aumentar a produção de moléculas 

tóxicas para as células tumorais, como por exemplo o óxido nítrico (ASADULLAH; 

STERRY; VOLK, 2003; CERVENAK et al., 2000). Dessa forma, tendo em vista o 

efeito antitumoral apresentado por NCZ, assim como seu efeito antiangiogênico nas 

doses testadas, acredita-se que o aumento da IL-10 provocado pelo tratamento com 

a substância em estudo, seja pelo menos em parte responsável pela sua atividade. 

O TNF-α é uma citocina multifuncional que possui papel importante na 

indução de apoptose. É inclusive utilizada na clínica médica no tratamento de 

sarcomas teciduais locais avançados, melanomas metastáticos e outros tumores 

irressecáveis de vários tipos histológicos, possuindo também atividade sinérgica 

com outras drogas citostáticas (HORSSEN; HAGEN; EGGERMONT, 2006). NCZ foi 

capaz de induzir um aumento na produção de TNF-α nos animais, em ambas as 

doses investigadas, fato este que pode explicar em parte a atividade antitumoral 

apresentada pela substância em estudo.  

A IL-1 é uma citocina pró-inflamatória (OGBOMO et al., 2010), cuja produção 

é induzida em grande parte pelo TNF-α. Seus efeitos são semelhantes aos do TNF-α 

(ABBAS; LICHTMAN, 2005). NCZ na dose de 40 mg/kg foi capaz de induzir um 

aumento na produção dessa interleucina o que provavelmente contribuiu para os 

efeitos antitumorais observados. 

A resposta imunológica é caracterizada por uma primeira linha de defesa 

rápida e pouco específica, denominada imunidade inata, que envolve a participação 

de células fagocíticas e o sistema complemento, seguida de uma resposta de 

grande especificidade, denominada imunidade adaptativa, que envolve a 
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participação de linfócitos T e B. As células fagocíticas, como neutrófilos e 

macrófagos, são as responsáveis pela eliminação local dos antígenos através da 

fagocitose e da produção de citocinas inflamatórias. As células NK (“natural killer”) 

são encontradas nesses sítios e apresentam uma grande capacidade citotóxica, 

além de serem excelentes produtoras de IFN-γ, aumentando o poder de endocitose 

das células fagocíticas residentes (OGBOMO et al., 2010; FERREIRA; 

ROCHA, 2004). Portanto, o tratamento com NCZ, ao induzir um aumento na 

concentração de IFN-γ, promove uma melhora na resposta imune inata do 

organismo. 

Tendo em vista os diversos efeitos colaterais que os fármacos antineoplásicos 

apresentam como resultado de sua toxicidade sobre outras células do organismo 

que não as células tumorais, procedeu-se também a investigação de possíveis 

efeitos tóxicos de NCZ nas doses farmacológicas testadas em animais 

transplantados com o tumor de Ehrlich. 

Praticamente todas as drogas antineoplásicas causam alterações 

gastrointestinais, dentre elas a anorexia. A anorexia está diretamente associada à 

desnutrição e à perda de peso. A incidência da primeira em pacientes com câncer 

varia de 40 a 80%, resultando em efeitos clínicos que se manifestam por dificuldade 

de cicatrização, aumento do risco de infecção, diminuição da resposta ao 

tratamento, da qualidade de vida e sobrevida, dentre outros (OLIVEIRA, 2010). Já a 

perda de peso está tipicamente associada à toxicidade (TALMADGE et al., 2007). 

Neste contexto, parâmetros que podem ser avaliados nos estudos de 

avaliação da atividade antitumoral in vivo, para investigação da toxicidade da droga 

em estudo sobre o sistema gastrointestinal, são o consumo de alimentos e a 

evolução ponderal. 

Na avaliação da toxicidade de NCZ no estudo de atividade antitumoral pode-

se observar uma diminuição significativa no consumo de ração por parte dos animais 

tratados com a dose de 40 mg/kg, corroborando com os resultados obtidos nos 

estudos de toxicidade aguda e de doses repetidas, nos quais também foi 

evidenciado uma diminuição no consumo de ração. Esse resultado sugere, portanto, 

uma influência de NCZ sobre o consumo de alimentos, que pode estar relacionada a 

um efeito tóxico sobre o trato gastrointestinal ou mesmo a um efeito sobre o sistema 

nervoso central, levando à anorexia. No entanto, deve-se salientar que em nenhum 

dos estudos, tanto de atividade antitumoral, quanto de toxicidade, NCZ foi capaz de 
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provocar alterações significativas na evolução ponderal dos animais. Além disso, o 

antineoplásico 5-FU, amplamente utilizado na clínica médica e aqui utilizado como 

droga padrão, causou não só a diminuição no consumo de ração, como levou 

também a uma diminuição no peso dos animais, logo, não se trata de uma 

característica negativa específica dessas nanopartículas, e assim não representa um 

fator limitante para sua aplicação terapêutica. 

A administração de NCZ aos animais resultou em um aumento de ALT no 

grupo tratado com a dose de 40 mg/kg, podendo sugerir a ocorrência de uma 

toxicidade hepática, induzida pelo composto, com a maior dose utilizada. Esta 

influência da associação em estudo sobre o fígado dos animais é corroborada pelos 

resultados obtidos nos estudos de toxicidade aguda e de doses repetidas. 

Os rins estão envolvidos em muitas funções corporais críticas. Eles regulam 

as condições do fluido eletrolítico e o equilíbrio ácido-base, possuem função 

endócrina e são essenciais para a eliminação dos produtos de degradação. A 

alteração da função renal é uma das consequências mais comuns de toxicidade 

medicamentosa decorrente da excreção inadequada dos medicamentos ou de seus 

metabólitos (HENRY, 2008).  

Os animais com CAE submetidos ao tratamento com NCZ apresentaram uma 

diminuição significativa na concentração sérica de ureia nos grupos tratados com as 

doses de 20 mg/kg e 40 mg/kg. Assim como observado no estudo de toxicidade de 

doses repetidas esta diminuição pode estar relacionada à toxicidade hepática, 

resultando em uma diminuição na síntese deste composto nitrogenado. 

Os animais com CAE submetidos ao tratamento com NCZ também 

apresentaram um aumento significativo na concentração sérica de creatinina nos 

grupos tratados com as doses de 20 mg/kg e 40 mg/kg. Como dito anteriormente, 

quando ocorre injúria renal, produtos de degradação do metabolismo, que seriam 

eliminados pelos rins, como é o caso da creatinina, se acumulam levando a um 

aumento dos seus níveis sanguíneos. Esse resultado pode sugerir, portanto, uma 

toxicidade em nível renal com as doses utilizadas. Resultado semelhante também foi 

observado no grupo tratado com a droga padrão 5-FU. Vários antineoplásicos 

utilizados atualmente na clínica médica desencadeiam algum tipo de toxicidade 

renal, é o caso do metotrexato, docetaxel, cisplatina, dentre outros 

(BEZERRA et al., 2008; KOROLKOVAS, 2010). 
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É importante salientar ainda, que apesar do aumento significativo observado 

na atividade de ALT e na concentração sérica de creatinina, assim como, a 

diminuição significativa na concentração sérica de ureia, todos esses parâmetros 

permaneceram dentros dos valores normais para camundongos. 

A supressão hematopoiética é uma das consequências mais comuns da 

quimioterapia antineoplásica, e é um dos mais incapacitantes efeitos colaterais no 

tratamento do câncer (MAGALHÃES et al., 2010).  

A anemia é a mais comum das alterações hematológicas encontradas em 

pacientes com câncer. Os índices hematimétricos são parâmetros de avaliação das 

hemácias no que diz respeito ao tamanho destas células e à distribuição da 

hemoglobina nestas, por isso são importantes e servem especialmente para a 

classificação das anemias. O VCM representa a determinação média do volume dos 

eritrócitos, pois em uma mesma amostra de sangue podem ocorrer hemácias de 

tamanhos ligeiramente diferentes, o CHCM estima a média, em porcentagem, de 

quanto o eritrócito está preenchido pela hemoglobina e o HCM refere-se à 

quantidade de hemoglobina em termos de peso que cada um dos eritrócitos carrega 

(HENRY, 2008). 

Diferentemente da maioria dos agentes antineoplásicos, NCZ não provocou 

alterações na maioria dos parâmetros hematológicos dos animais tratados. 

Observou-se apenas um aumento do HCM nos animais tratados com as doses de 

20 mg/kg e 40 mg/kg que não foi acompanhado por alteração significante na CHCM, 

não possuindo, portanto, significado clínico relevante. Também foi possível 

evidenciar um aumento na porcentagem de linfócitos e redução da porcentagem de 

neutrófilos no tratamento com 5-FU, efeito colateral já conhecido deste 

antineoplásico (PITA, 2009). 

A análise do índice dos órgãos dos camundongos com CAE submetidos ao 

tratamento com NCZ não evidenciou alterações significativas nesse parâmetro. 

Também não foram evidenciadas alterações significativas na histopatologia do 

fígado e rins desses animais, demonstrando uma baixa toxicidade em nível tecidual 

da associação do óxido de zinco com as nanopartículas de óxido de cério. 

Não há relatos na literatura de estudos de toxicidade aguda ou de doses 

repetidas com nanopartículas, de qualquer tipo, de óxido de cério. No entanto, 

Tseng e colaboradores (2012) já avaliaram o efeito da infusão endovenosa dessas 

nanopartículas em ratos, por diferentes intervalos de tempo, sendo observada uma 
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elevação de AST, alteração esta que corrobora, em parte, com o estudo de doses 

repetidas apresentado nesse trabalho. Srinivas e colaboradores (2011), por sua vez, 

avaliaram o efeito da toxicidade aguda em ratos, por via inalatória, das 

nanopartículas de óxido de cério e evidenciaram que as mesmas podem provocar 

uma resposta inflamatória crônica, nas condições avaliadas, com alterações nas 

concentrações de várias citocinas. Como demonstrado no presente trabalho, as 

nanopartículas de óxido de cério associadas ao óxido de zinco também foram 

capazes de induzir alterações nas concentrações de citocinas no estudo de 

atividade antitumoral. 

No que diz respeito à genotoxicidade das nanopartículas de óxido de cério, 

recentemente, Ali e colaboradores (2014) demonstraram que as mesmas foram 

capazes de induzir danos no DNA de células de melanoma A375. Já em um estudo 

realizado por Kumari e colaboradores (2014), com ratos Wistar e administrações 

repetidas, por v.o., de nanopartículas de óxido de cério, também foi evidenciado um 

efeito genotóxico em células sanguíneas, medula óssea e fígado. Esses estudos 

corroboram, em parte, a iniciativa de realizar o experimento de genotoxicidade do 

presente trabalho, no entanto, como descrito anteriormente, as nanopartículas de 

óxido de cério associadas ao óxido de zinco não apresentaram efeito genotóxico. 

O óxido de zinco também não possui estudos relacionados à avaliação de sua 

toxicidade aguda e de doses repetidas. Um estudo clínico realizado por Beckett e 

colaboradores (2005) comparou os efeitos em humanos adultos saudáveis da 

inalação de partículas finas e ultrafinas de óxido de zinco, mas não evidenciaram 

efeitos significativos resultantes dessa exposição. 

Em se tratando de atividade antitumoral, ao contrário do óxido de zinco que 

não apresenta estudos nessa área, diferentes nanopartículas de óxido de cério já 

demonstraram atividade in vitro e in vivo em diferentes linhagens de células 

tumorais, assim como inibição de invasão tumoral e sensibilização de células 

cancerígenas à radioterapia (GAO et al., 2014; SACK et al., 2014; 

WASON et al., 2013; WASON; ZHAO, 2013; ZHANG et al., 2014). Isso explica pelo 

menos em parte, a potente atividade apresentada pelas nanopartículas de óxido de 

cério associadas ao óxido de zinco. 

Esse trabalho apresenta, portanto, importantes dados farmacológicos e 

toxicológicos de nanopartículas de óxido de cério associadas ao óxido de zinco, que 

subsidiam a realização de testes pré-clínicos adicionais e posteriormente testes 
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clínicos com a referida substância. Esse trabalho também evidencia o potencial de 

estruturas nanométricas como fonte de novos produtos farmacologicamente ativos, 

especialmente contra o câncer. 
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7 CONCLUSÕES 

  

 De acordo com os estudos realizados com as nanopartículas de óxido de 

cério associadas ao óxido de zinco (NCZ), pode-se concluir que: 

 

 NCZ apresentou baixa toxicidade aguda, quando administrado por via oral em 

camundongos e moderada toxicidade aguda, quando administrado por via 

intraperitoneal em camundongos; 

 

 NCZ apresentou baixa toxicidade após administração de doses repetidas por 

via oral em camundongos; 

 

 NCZ não apresentou genotoxicidade in vivo, nas condições avaliadas; 

 

 NCZ apresentou potente atividade antitumoral in vivo em modelo de 

carcinoma ascítico de Ehrlich; 

 

 O mecanismo de ação antitumoral de NCZ envolve a interferência na 

progressão do ciclo celular com indução de apoptose, aumento da resposta 

imune antitumoral e ação antiangiogênica. 

 

 NCZ apresentou baixa toxicidade in vivo, em animais com CAE submetidos a 

doses repetidas (nove dias). 
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ANEXO A – Triagem farmacológica comportamental 
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ANEXO B – Fluxograma de realização do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial de 300 mg/kg. 
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