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conselhos, pela gentileza e pela sabedoria. Através das suas aulas, me apaixonei pela imuno-
logia e graças a sua solicitude, pude adentrar no meio cientı́fico. Obrigada por me receber de
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RESUMO

O câncer é uma doença multifatorial onde as células do organismo se dividem de forma
anormal e descontrolada. Em 2018, a Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC)
estimou o surgimento de 18,1 milhões de novos casos de câncer no mundo e 9,6 milhões de
mortes relacionadas. Considerando as limitações ainda existentes no tratamento do câncer (falta
de especificidade e os fortes efeitos colaterais dos antineoplásicos), estudos que visem a des-
coberta de novas substâncias com potencial antitumoral são necessários. Os compostos me-
soiônicos são substâncias sintéticas, heterocı́clicas, constituı́das por um anel heterocı́clico de
cinco átomos. Essas substâncias destacam-se por possuı́rem potenciais aplicações terapêuticas
devido à possibilidade de introdução de heteroátomos no anel. Dados da literatura revelam
atividades biológicas, como efeitos antiparasitários, antibacterianos e antineoplásicos destes
compostos. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do mesoiônico 1,4-
difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-cloreto de tiadiazólio-2-tiol (MC-1) no desenvolvimento e na
fisiopatologia do Tumor Ascı́tico de Ehrlich (TAE). A eficácia do MI-01 foi avaliada através
da análise de parâmetros como a circunferência abdominal, o peso dos animais e o volume do
tumor, que estão diretamente ligados à progressão tumoral, além de análises histopatológicas.
As células do fluido ascı́tico também foram contadas e analisadas a fim de inferir o poten-
cial neoplásico da substância e a capacidade imunomoduladora da mesma. Como resultado,
observou-se que o tratamento com o composto mesoiônico foi eficaz frente aos parâmetros ana-
lisados: inibiu o ganho de peso dos animais, reduziu a formação do lı́quido ascı́tico, diminuiu
a circunferência abdominal, reduziu a quantidade de células totais no sı́tio tumoral, modulou
o perfil celular inflamatório, além de reverter as alterações histopatológicas proveninetes do
desenvolvimento do TAE.

Palavras-chave: Compostos mesoiônicos, atividade antitumoral, Tumor Ascı́tico de
Ehrlich.



ABSTRACT

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

Key-words: Mesoionic compounds, antitumor activity, Ehrlich Ascites Tumor.
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REFERÊNCIAS 34



1

1 INTRODUÇÃO

Em 2018, estimou-se o surgimento de 18,1 milhões de novos casos de câncer no mundo
e 9,6 milhões de mortes relacionadas, além disso, a doença incide em pelo menos um em cada
cinco homens, e uma a cada seis mulheres (IARC, 2018). O tratamento do câncer se dá em
função de sua origem biológica e do estágio em que esta se encontra a doença, sendo assim,
dentre as diversas formas de abordagens, a quimioterapia é um dos tratamentos mais utilizados
na clı́nica oncológica (BRASIL, 2019). Os estudos cientı́ficos em busca de novas substância
com potencial antineoplásico têm crescido, resultando na padronização e na adequação de novos
modelos experimentais que possibilitem avanços na área da oncologia (SCHULZ, 2007).

O Tumor de Ehrlich (TE) possui caracterı́sticas bem descritas e sua utilização como mo-
delo experimental permite observar como diferentes substâncias conseguem apresentar efeitos
na proliferação das células cancerı́genas. Ozaslan et al. (2011) descreveu o Tumor Ascı́tico de
Ehrlich como um carcinoma de crescimento espontâneo rápido, indiferenciado e de comporta-
mento agressivo, sem regressão espontânea, resultando na morte do animal. O TE foi descrito
pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1905 (EHRLICH e APOLANT, 1905), mas sua forma
ascı́tica somente foi descoberta em 1932 por de Loewenthal e Jahn (CASTRO DA SILVA et al.,
2017).

Os compostos sintéticos, bem como as substâncias heterocı́clicas, são conhecidos pela
sua ampla aplicação no meio farmacêutico no combate de várias doenças (CORELL et al.,
1994). Os compostos mesoiônicos são substância sintéticas e heterocı́clicas e destacam-se por
possuı́rem grande potencial em aplicações terapêuticas, pois, sua configuração estrutural per-
mite inúmeras atividades biológicas. Essas substâncias são relativamente pequenas e possuem
caráter anfifı́lico (ATHAYDE FILHO et al., 2000). Elas estão inclusas no grupo das betaı́nas
heterocı́clicas por serem estruturalmente planas, com cinco átomos, pelo menos uma cadeia
lateral e um átomo alfa no mesmo plano do anel. Não são compostos aromáticos, apesar de
apresentarem momento dipolo (JALES, 2005).

As substâncias mesoiônicas possuem importantes atividades biológicas documentadas
como, efeito antiparasitário (FERREIRA et al., 2008), atividade leishmanicida (RODRIGUES
et al., 2007), ação antibacteriana (ATHAYDE-FILHO et al., 1996) e efeitos antidepressivos
(YASHUSKII e KHOLODOV, 1980). Dessa forma, tendo em vista as diversas aplicações dos
compostos mesoiônicos, este trabalho visa investigar o papel do MI-01 no desenvolvimento e
na fisiopatologia do Tumor Ascı́tico de Ehrlich (TAE), considerando parâmetros fisiológicos,
inflamatórios e morfo-hitológicos dos animais em modelo murino.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Aspectos gerais do câncer e seus mecanismos moleculares

Câncer é a definição utilizada para uma situação em que as células de um organismo se
dividem de forma anormal e descontrolada, podendo invadir tecidos adjacentes (INCA, 2019).
As células de tecidos normais possuem seu crescimento controlado pela maquinaria da divisão
celular, que é orquestrada pela produção, liberação, reconhecimento e inibição de sinais promo-
tores de crescimento a fim de estabelecer a homeostase tecidual, contudo, as células tumorais
escapam desse ciclo natural do crescimento por várias vias, sendo as mais comuns àquelas
ligadas ao crescimento autossuficiente (PAIER et al., 2018).

De uma maneira geral, o câncer pode ser considerado uma sı́ndrome, pois reúne um
total de 200 doenças que compartilham algumas caracterı́sticas em comum, mas que diferem
grandemente em relação a sua etiologia (i.e. origem genética, histopatológica, prognóstico,
agressividade e tratamento) (SAITO, 2015).

A oncogênese, ou carcinogênese, pode acontecer por mecanismos quı́micos, fı́sicos
ou biológicos que irão causar mutações no DNA celular, provocar instabilidade genômica e
ativar proto-oncogenes. Estes genes são parcialmente ativos em células normais, mas ao so-
frerem mutações, transformam-se em oncogenes, resultando no fenótipo de célula cancerosa.
A exposição continuada a agentes cancerı́genos possui efeitos cumulativos, que lentamente
poderão estabelecer a doença (PECORINO, 2016). O processo é composto pelas etapas de
iniciação, promoção e progressão do tumor, onde genes-alvo sofrem alterações por agentes
cancerı́genos, originando assim uma multiplicação descontrolada e irreversı́vel (INCA, 2018).

Dentre as caracterı́sticas comuns compartilhadas entre os tipos de câncer, a imortalidade
replicativa, que é estabelecida por um sinal de proliferação contı́nua, evasão de supressores
tumorais e a resistência à morte, é a mais representativa. Além disso, células cancerosas são
capazes de se auto-ativar por meio de um feedback positivo de produção de fatores de cresci-
mento, e, portanto, ganhando independência dos sinais de outras células e tecidos adjacentes
(VERMEULEN, 2003; HANAHAN, 2000).

Por outro lado, no metabolismo dessas células, a glicólise passa a ser feita em detri-
mento da fosforilação oxidativa, que normalmente é o principal meio de obtenção de energia
(HANAHAD, 2011). Para que as células consigam se manter viva com esse aumento da de-
manda de nutrientes, fatores também serão produzidos a fim de induzir a angiogênese (e.g.

Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), angiopoietinas-1 e 2, Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF), Proteı́na Quimioatraente de Monócito 1 (MCP-1) e Fator de
Crescimento Fibroblástico básico (bFGF)), e estabelecer uma nova rede de vasos sanguı́neos e
capilares voltadas para a nutrição da massa tumoral. O processo de neovascularização ocorre na
fisiologia normal do organismo ao longo da vida e é estimulado por eventos fisiológicos como
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a hipóxia, ativação de oncogenes e mutações em genes supressores tumorais (SIVEEN, 2017).

A nova rede de vasos sanguı́neos que permeia a massa tumoral, além de permitir a con-
tinuidade dos processos vitais e biológicos das células cancerosas, exerce um papel crucial du-
rante a metástase, fornecendo rotas para a disseminação do tumor (TOMINAGA; KATSUDA;
OCHIYA, 2015). Por fim, para o que o tumor consiga se estabelecer com sucesso, a neoplasia
precisará então adquirir evasão à resposta imune do organismo, já que esse sistema consegue de-
belar a maioria dos processos neoplásicos insipientes que surgem durante a vida (HANAHAN,
2011).

Após o estabelecimento da neoplasia, essa pode ser caracterizada como benigna ou ma-
ligna. Essa última classificação é dada em virtude da capacidade de invasão tecidual e metástase
dessas células. Esses eventos configuram um dos aspectos mais letais do câncer, já que até o
presente momento, o tratamento de doenças metastáticas possui baixa taxa de sucesso (INCA,
2018).

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

O aumento da incidência de câncer na população mundial ocorre devido ao crescimento
populacional e seu envelhecimento, além do nı́vel de desenvolvimento socioeconômico. No
Brasil, em 2018, estimou-se um total de 300 mil novos casos de câncer em homens, sendo
os de próstata, traqueia, brônquios e pulmão os mais prevalentes no grupo. Para as mulheres,
o número de novos casos previstos foi aproximadamente 282 mil, onde o câncer de mama
feminina, cólon e reto e colo do útero são os mais comuns. (INCA, 2018).

O tratamento do câncer varia em função da etiologia da doença e também do estágio
em que se encontra. Mais de uma abordagem pode ser utilizada gerando uma combinação de
tratamentos. Dentre eles, pode-se destacar: quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, cirur-
gia, transplante de medula óssea e também tratamentos de precisão, em que médicos utilizam
informações genéticas para selecionar tratamentos mais eficazes de acordo com as particulari-
dades fisiológicas de cada paciente (NCI, 2017).

Os medicamentos antineoplásicos possuem boa efetividade terapêutica, e apresentam di-
versos mecanismos de ação como o bloqueio da sı́ntese do DNA, impedindo assim a replicação
celular, como também pode atuar nos microtúbulos além de bloquear receptores das células
cancerosas. Anticorpos utilizados na imunoterapia conseguem atuar especificamente em recep-
tores das células cancerı́genas (e.g. Trastuzumabe R©, que se liga aos receptores Her-2 que são
hiper expressos no câncer de mama) (RANG, 2016).
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A terapia antineoplásica deve ser efetiva e com o menor efeito colateral possı́vel, en-
tretanto, como a similaridade entre as células do tumor e as células saudáveis do organismo
são grandes, os antineoplásicos se tornam limitados, pois agem de forma sistêmica e ines-
pecı́fica, afetando principalmente células que estão em constante divisão (i.e. células endote-
liais dos capilares, os leucócitos e células gastrointestinais) (BRUNTON, 2012). Como con-
sequência, são observados diferentes efeitos adversos como náuseas e vômitos, alopecia, fra-
queza e indisposição, imunossupressão, febre e o desenvolvimento de depressão. (SILVA e
COMARELLA, 2013).

2.2 Inflamação e microambiente tumoral

A inflamação é uma resposta à lesão tecidual que utiliza sinais quı́micos e uma abor-
dagem multifatorial para reestabelecer a homeostase do tecido afetado (COUSSENS e WERB,
2010). Vários componentes humorais e celulares participam desse processo, o recrutamento
de leucócitos (neutrófilos, monócitos, linfócitos e etc.) bem como a produção e secreção de
citocinas, interleucinas (IL) e anticorpos são primariamente direcionados para a eliminação de
antı́genos invasores e das células anormais do tecido, entretanto, estes componentes podem for-
mar um arcabouço sobre o qual o tumor irá se desenvolver (CHETTIBI e FERGUSON, 1999).

A infiltração peritumoral crônica é permissiva, pois possui elevadas taxas de proliferação
e sobrevivência celular, facilitando a progressão e aumentando a malignidade e potencial me-
tastático do tumor (TRINCHIERI, 2011) (Figura 1). Geralmente, em quadros neoplásicos,
há um aumento na imunidade humoral resultando em maiores concentrações de interleucinas
(IL) pró-inflamatórias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 e IL-23, além de Fatores de Necrose Tu-
moral (TNF), Fatores de Crescimento Tumoral (TGF), Interferons (IFN) e espécies reativas de
oxigênio e nitrogênio (ROS e RNS) (MANTOVANI, 2018). Por outro lado, antı́genos tumorais
como c-Myc, P53 e Her-2, ao invés de estabelecerem um mecanismo de citotoxidade, estão re-
lacionados ao crescimento tumoral, aumento da inflamação e diminuição da resposta citotóxica
(SAITO, 2015).

Essa modulação da resposta imunológica permite que células como os macrófagos,
neutrófilos e até mesmo células dentrı́ticas sejam cooptadas para promover o crescimento do
tumor (PATHRIA; LOUIS; VARNER, 2019) (Figura 2).
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Figura 1: Inflamação peritumoral

A inflamação crônica gerada no tecido que permeia as células cancerı́genas propicia um micro-
ambiente favorável à carcinogênese. Fonte: elaborado pela autora.

Figura 2: Componente celular e humoral associado ao tumor

As células cancerosas estabelecem uma troca de informações através de citocinas e outros fa-
tores solúveis com as células do sistema imune a fim de cooptar esses componentes para a
progressão do tumor (CMDS: Célula Mieloderivada Supressora; MAT: Macrófago Associado
ao Tumor; NAT: Neutrófilo Associado ao Tumor; CD: Célula Dentrı́tica). Fonte: elaborado
pela autora.
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2.3 Tumor Ascı́tico de Ehrlich

O tumor de Ehrlich é um adenocarcinoma mamário transplantável de camundongo fêmea
que foi descrito em 1905 por Paul Ehrlich (EHRLICH e APOLANT, 1905). A sua forma ascı́tica
somente veio a ser descoberta em 1932 a partir dos experimentos de Loewenthal e Jahn (SILVA
et al., 2017); a partir de então, estudos posteriores proporcionaram adequações e padronizações
possibilitando assim o seu uso em experimentos quantitativos e qualitativos.

O Tumor de Ehrlich (TE) possui caracterı́sticas bem descritas que permitem sua am-
pla utilização como modelo experimental e permite observar como as mais diversas substâncias
conseguem apresentar efeitos na proliferação das células cancerı́genas, sendo, portanto, possı́veis
candidatos à antineoplásicos (IBRAHIM et al., 2019; ASADUZZAMAN et al., 2018).

As células do TE possuem crescimento espontâneo rápido e indiferenciado, além de
comportamento agressivo; seu curto perı́odo de vida não apresenta regressão espontânea e cul-
mina, muitas vezes, na morte do animal (OZASLAN et al., 2011). Em relação à sua morfologia,
as células se mostram grandes, isoladas e arredondadas. Os núcleos são volumosos e a croma-
tina é irregular, possuindo pequenos grânulos com nucléolos que se sobressaem (CASTRO DA
SILVA et al., 2017).

As formas de desenvolvimento do TE variam de acordo com a via de inoculação es-
colhida. A forma sólida é obtida quando as células são injetadas no tecido subcutâneo ou via
intramuscular de camundongos, já a forma ascı́tica é desenvolvida a partir de inoculação in-
traperitoneal (JAGANATHAN et al., 2010). No Tumor Ascı́tico de Ehrlich (TAE) é possı́vel
identificar efeitos sistêmicos como esplenomegalia, hematopoese esplênica, neutrofilia e au-
mento na quantidade de macrófagos, sendo os mecanismos que levam a esse resultado ainda
desconhecidos (SIGIURA, 1965).

A forma ascı́tica do tumor recebe essa denominação por produzir ascite na cavidade
peritoneal do animal. Essa acumulação de fluı́dos na membrana que envolve os órgãos abdomi-
nais acontece na forma de exsudato, contendo proteı́nas, células e outros fatores relacionados ao
processo inflamatório como citocinas e quimiocinas. (JÚNIOR et al., 2009). Com a progressão
do tumor, o peritônio apresenta coloração avermelhada devido à hemorragia e os processos
de angiogênese, e dependendo da concentração de células injetadas, em poucos dias ocorre a
morte do animal, devido o aumento da pressão abdominal e compressão dos órgãos adjacentes
(OZASLAN, 2011).
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Figura 3: Tumor de Ehrlich em sua forma sólida e ascı́tica

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

2.4 Compostos mesoiônicos

Os compostos mesoiônicos são substâncias sintéticas classificadas como betaı́nas hete-
rocı́clicas: compostos planos com cinco membros, com pelo menos uma cadeia lateral, átomo
alfa no mesmo plano do anel e apresentando momento dipolo (OLIVEIRA et al., 1996). Estes
compostos não são aromáticos apesar de serem estabilizados devido ao deslocar de cargas e
elétrons (Figura 3) (JALES, 2005).

Figura 4: Representação genérica para os compostos mesoiônicos

Fonte: OLIVEIRA, 2009

Os compostos heterocı́clicos, como os mesoiônicos, estão envolvidos em diversos pro-
cessos e reações biológicas fundamentais à vida, como a sı́ntese de energia, transmissão de
impulsos nervosos, hereditariedade das informações genéticas e metabolismo (POZHARSKU
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et al., 1997). Sendo assim, essas substâncias destacam-se por possuı́rem grande potencial em
aplicações terapêuticas e um desenvolvimento de uma ampla gama de compostos devido à pos-
sibilidade de introdução de heteroátomos no anel.

Suas atividades biológicas podem ser fundamentadas em sua configuração estrutural:
o tamanho relativamente pequeno associado às variações das densidades eletrônicas positiva
e negativa confere-lhes caráter anfifı́lico (ATHAYDE FILHO et al., 2000); o conjunto dessas
caracterı́sticas permite interações com biomoléculas (i.g. proteı́nas e DNA) (KIER, 1967).

Como consequência da observação dessas atividades, os mesoiônicos têm sido alvo
de diversas experimentações e estudos em várias áreas, até mesmo, já possuindo derivados
que são utilizados na terapia medicinal como o “Sydnophen” (cloridrato do mesoiônico 3-
(fenilisopropil)-1,2,3-oxadiazólio-5-imideto (4)), que possui ação psicoestimulante e antide-
pressiva, e o “Sydnocarb” (3-(fenilisopropil)-n-(6)-fenilcarbamoil-1,2,3-oxadiazólio-5-imideto)
também empregado no tratamentos de doenças mentais (YASHUSKII e KHOLODOV, 1980).

Bem como as substâncias supracitadas, os compostos 3-alquil-sidnonas também pos-
suem ação estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC) além de moderada ação diurética
e capacidade de reduzir a pressão arterial (KIER e ROCHE, 1968), e as substâncias do grupo
3-aminoalquil-sidnonas, demonstraram atividades anestésicas (WAGNER, 1974).

Como descrito na tabela 1, os compostos mesoiônicos conseguem desempenhar inúmeras
atividades biológicas constituindo uma nova classe de substâncias com grande potencial de
aplicações farmacêuticas.

O composto mesoiônico utilizado no presente estudo foi sintetizado por Oliveira (2009)
e, além de descrever os processos de sı́ntese (Figura 4), este também realizou a avaliação de
sua capacidade antifúngica frente à espécie Candida albicans. Como resultado, o mesoiônico
inibiu de forma significativa o crescimento fúngico. Além disso, o 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-
furanil)-1,3,4-cloreto de tiadiazólio-2-tiol (MC-1) também possui atividade bactericida frente a
bactéria Staphylococcus aureus documentada em estudos prévios (OLIVEIRA, 2011).
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Tabela 1 – Compostos mesoiônicos e suas atividades biológicas 

 

Referências Compostos Estruturas Efeitos 

Kier e Stewart 

(1965) 

4-fenil-1,3,4-

tiadiazólio-2- tiolato 5-

substituidos 

 

 Ação antibacteriana 

contra Sthaphilococcus 

aureus, Diplococcus 

pneumoniae e 

Escherichia coli. 

Athayde-Filho et 

al., 1996 

Mesoiônico do sistema 

1,3,4- triazólio-2-tiolato 

 

 

Ação bactericida contra 

bactérias gram-

positivas e álcool-

ácido- resistentes. 

Grynberg et al., 

1997 

Composto SYD-1 - 

3-(4-cloro- 3-nitro-

fenil)-1,2,3- 

oxadiazólio-5- olato 

 

 Atividade antitumoral 

em ratos com Tumor 

de Ehrlich e Sarcoma 

180. 

Lira, 2004 

Composto mesoiônico 

2-(4 clorofenil)-3 

metil-4-(4- 

metóxifenil)-1,3-

tiazólio-5- tiolato 

 

 
Efeito 

vasorelaxante em 

anéis de artéria 

mesentérica 

superior isolada de 

rato. 

Senff-Ribeiro   

et al., (2004a, b) 

Cloridratos mesoiônicos do 

sistema 1,3,4 tiadiazólio 

 

 

Atividade 

antimelanoma. 

Rodrigues et al., 

2007 

Derivados mesoiônicos do 

sistema 1,3,4-tiadiazólio-2- 

aminida 

 

 Atividade 

leishmanicida contra L. 

amazonensis, 

L. braziliensis e L. 

chagasi. 

Ferreira et al., 

2008 

Derivados 

mesoiônicos do 

sistema 1,3,4- 

tiadiazólio-2- aminida 

 

 
Efeito antiparasitário e 

reduzida citotoxicidade 

frente aos macrófagos 

in vitro. 
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do composto mesoiônico 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-cloreto
de tiadiazólio-2-tiol (MC-1) no desenvolvimento e na fisiopatologia do Tumor Ascı́tico de Ehr-
lich (TAE) em modelo experimental murino.

3.2 Objetivos especı́ficos

• Definir os efeitos do MC-1 em parâmetros como o volume do tumor, circunferência ab-
dominal, peso corporal e quantidade de células viáveis no fluı́do ascı́tico de animais com
Tumor Ascı́tico de Ehrlich.

• Avaliar os efeitos do MC-1 na migração de células inflamatórias para a região intraperi-
toneal de camundongos com Tumor Ascı́tico de Ehrlich através da contagem diferencial
das células presentes no lı́quido ascı́tico.

• Determinar os efeitos do tratamento com MC-1 em parâmetros histopatológicos de órgãos
como fı́gado, rins e baço de animais com Tumor Ascı́tico de Ehrlich.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados 72 camundongos Swiss fêmeas (6 a 8 semanas), não isogênicos, pe-
sando entre 25 e 30g foram obtidos no biotério Professor Thomas George do IPeFarM/UFPB
sob protocolos experimentais submetidos ao Comitê de Ética em Pesquisa Animal do Instituto
de Pesquisa de Fármacos e Medicamentos/UFPB e aprovados com o número 109/2017. Eles fo-
ram mantidos em gaiolas de polipropileno a uma temperatura de 25 ± 1oC e submetidos a ciclos
claro/escuro de 12 horas tendo livre acesso à água e ração durante o perı́odo de experimentação.
Após o término do perı́odo de experimentação os animais foram encaminhados ao biotério Prof.
Dr. Thomas George do Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos da Universidade
Federal da Paraı́ba, para o destino adequado.

4.2 Eutanásia

O procedimento de eutanásia foi realizado por deslocamento cervical após a injeção
intramuscular de uma solução de ketamina 100mg/kg e xilazina 10mg/kg. Todos os procedi-
mentos experimentais foram conduzidos de acordo com as orientações do Conselho Nacional
de Controle de Experimentação Animal (CONCEA).

4.3 Células do TAE (Tumor Ascı́tico de Ehrlich)

4.3.1 Manutenção das células in vitro.

As células utilizadas nesse estudo foram obtidas da equipe da professora Dra. Vivian
Rumjanek, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ/Brasil. As amostras são criopreserva-
das em nitrogênio lı́quido no laboratório de Imunofarmacologia (LIMFA) do IPeFarM/UFPB.
Após o descongelamento das células foi necessário realizar procedimentos de repiques, ou pas-
sagens, onde as células foram inoculadas em animais, a fim de promover uma aclimatação ao
novo ambiente, e consequentemente, aumentar a sua viabilidade. Inicialmente, foi escolhida
uma amostra e as células foram injetadas em camundongos fêmeas a uma concentração de 1
x 106 células/animal, em um volume de 200 µl via intraperitoneal; esse processo é denomi-
nado passagem zero. Cinco dias após a passagem zero, foi feito o primeiro repique (primeira
passagem). Para este procedimento, os animais da passagem zero foram sacrificados, o lavado
peritoneal coletado, e posteriormente, foi a avaliada a viabilidade destas células. A contagem
foi feita em câmara de Neubauer numa diluição de 1 x 106 por animal. Em observações prévias,
foi constatado que essas células suportam um ciclo de cinco repiques, e que após esse perı́odo,
a quantidade de células vivas decai, resultando numa redução da viabilidade celular.
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4.3.2 Indução do Tumor Ascı́tico de Ehrlich para experimentação in vivo.

Para os experimentos, foi injetada intraperitonealmente uma concentração de 1x105 de
células por animal em um volume de 200 µl de salina, onde a viabilidade da amostra obtida da
manutenção in vivo foi superior a 90%.

4.4 Obtenção do composto mesoiônico

O composto mesoiônico MC-1 foi gentilmente fornecido pelo Professor Dr. Petrônio
Filgueiras de Athayde Filho, professor do departamento de Quı́mica do Centro de Ciências
Exatas e da Natureza da Universidade Federal da Paraı́ba/João Pessoa/PB/Brasil (Figura 5). O
MC-1 foi sintetizado no laboratório do referido professor (OLIVEIRA, C. S, 2009 - SÍNTESE,
CARACTERIZAÇÃO E AVALIAÇÃO FARMACOLÓGICA DE NOVOS COMPOSTOS ME-
SOIÔNICOS).

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

Fonte: modificado de OLIVEIRA, 2011

4.5 Tratamento com MC-1

O tratamento com o MC-1 iniciou-se uma hora após a inoculação das células. Os ani-
mais, de acordo com os seus respectivos grupos, foram tratados com o MC-1 nas doses de 6,25,
12,5, 25 e 50 mg/kg (n = 6) por via intraperitoneal durante um perı́odo de nove dias. Os grupos
controle (saudável e com tumor; n = 6) receberam apenas o veı́culo de diluição (solução salina
e Tween 80 a 2%) durante o perı́odo de experimentação (Figura 6). Vinte e quatro horas após o
último tratamento, os animais foram eutanasiados para a obtenção do lavado peritoneal, circun-
ferência, coleta dos órgãos e contagem celular. A figura 7 mostra o delineamento experimental.
Todos os grupos experimentais (exceto o grupo controle “saudável”) tiveram o TAE inoculado.
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Figura 6: Representação esquemática da distribuição dos animais por grupo experimental

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 7: Representação esquemática do protocolo de tratamento com o MC-1

Fonte: Elaborado pela autora

4.6 Análise dos parâmetros tumorais

4.6.1 Variação do peso

O peso de cada animal foi aferido diariamente durante todo o perı́odo de experimentação
através de uma balança de precisão. A variação do peso foi avaliada pela comparação das
médias diárias de peso de cada grupo com a média de peso destes antes do inı́cio do tratamento
e os resultados foram expressos em gramas.
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4.6.2 Circunferência

A circunferência abdominal foi medida apenas no último dia do experimento, após a
eutanásia dos animais. Para isto, foi utilizada uma fita métrica. A comparação foi feita entre os
grupos controle e os grupos tratados com o composto.

4.6.3 Lavado peritoneal

A coleta do lavado peritoneal foi realizada 24h após o último tratamento. Nessa etapa, as
células do lı́quido ascı́tico, contidas do peritônio, foram retiradas e analisadas. Para a obtenção
do lavado peritoneal (fluido ascı́tico) dos animais, após a eutanásia, foi realizada a assepsia
do animal com álcool 70 GL, e então realizada uma incisão longitudinal, utilizando pinça e
tesoura. Utilizando uma seringa foi introduzido 3 mL de PBS gelado dentro do peritôneo e
em seguida foi aspirado o maior volume possı́vel do volume ascı́tico. O lavado peritoneal
coletado foi armazenado em tubo falcon e mantido em gelo para manter a viabilidade celular.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1500 RPM, 4oC por 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o pellet de células formado foi utilizado para a contagem de células totais e
diferenciais (Figura 8).

4.6.4 Contagem celular diferencial

As contagens de células viáveis e inviáveis foram realizadas em câmera de Neubauer,
utilizando uma alı́quota da amostra do lavado peritoneal (fluido ascı́tico) diluı́da em solução
de azul de Tripan numa proporção 1:10 respectivamente (Figura 8). A leitura foi feita no mi-
croscópio óptico na objetiva de 40x. Para a confecção das lâminas para contagem diferencial,
foi utilizada a centrı́fuga Cytospin, 1500 rpm por 10 min (Figura 8). Foram utilizados dois vo-
lumes de amostra por lâmina, 25µl e 50 µl de células. Posteriormente, as células foram coradas
utilizando o Kit Panótico, composto por três substâncias diferentes: fixador (etanol), corante
basófilo (eosina) e corante acidófilo (azul de metileno). As lâminas secaram por 24 horas, e
cada lâmina foi percorrida até a contagem de 100 células em microscópio óptico, com objetiva
de 100x, utilizando o óleo de imersão. As células foram diferenciadas em macrófago, linfócito
e neutrófilo, baseado na morfologia celular.

4.6.5 Coleta dos órgãos e histologia

Para avaliar os parâmetros morfo-histológicos do fı́gado, do baço e dos rins dos camun-
dongos com tumor de Ehrlich e tratados, os órgãos foram coletados no desfecho do experi-
mento, 24h após o último tratamento (Figura 8). Os órgãos foram colocados em tubos do tipo
falcon identificados contendo formalina tamponada a 10% para evitar a degradação do tecido
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pela ação de enzimas celulares (autólise) ou bacterianas. Em seguida, foram colocados e iden-
tificados individualmente em cassetes e submetidos a 2 horas de banho em água corrente para
retirada do excesso de fixador. Em seguida, as amostras foram colocadas em álcool etı́lico 70%

para iniciar a bateria de processamento. Os órgãos fixados foram inicialmente desidratados em
diferentes concentrações de álcool etı́lico 70, 80, 90 e 100%, 30 minutos em cada.

O processo de desidratação é necessário para preparar as amostras para a diafanização,
já que a água nos tecidos não é miscı́vel em substâncias apolares como o xilol e a parafina de
inclusão. Após a desidratação as amostras foram submetidas a diafanização, banhos em xilol
I e xilol II por 30 min para preparar as amostras para a inclusão em parafina. Em seguida, os
cassetes foram imersos em parafina lı́quida (submetida a aquecimento e mantida a temperatura
de 56oC), sendo dois os banhos, cada um de 1 hora em parafina I e II para infiltração desta na
amostra.

Posteriormente, o tecido foi transferido para o molde (forma histológica) onde foi imerso
em parafina (Parafina para análise histológica- QEEL, São Paulo, SP). Poucos minutos após ser
colocada na forma e esfriar, obter-se-á o ”bloco”de parafina contento a amostra de tecido em
seu interior. Os blocos de parafina assim formados, foram retirados das formas e identificados.
Prosseguindo com o protocolo, foi realizada a microtomia, processo de corte dos blocos, a fim
de formar fitas de aproximadamente 5 µm de espessura com o auxı́lio de um micrótomo (SP
Labor 300).

Os cortes são colocados em banho-maria (38 – 39oC), sendo retirados após, com lâminas
de vidro para microscopia. A secagem das lâminas é realizada ao ar livre, em temperatura
ambiente. Com os cortes aderidos às lâminas, prossegue-se o protocolo com a realização da
coloração Hematoxilina-Eosina (HE) para evidênciar alterações morfohistológicas.

Figura 8: Representação esquemática do protocolo de obtenção do lavado peritoneal e dos órgãos

Fonte: Elaborado pela autora
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4.7 Análise estatı́stica

Os resultados foram analisados pelo método de Análise de Variância (ANOVA) não
paramétrico com pós-teste de Tukey para múltiplas comparações. Para as análises foram utili-
zados o programa Graph Pad Prism versão 6.0, os valores com P < 0,05 foram considerados
significativos (Graph Pad Software Inc., San Diego, U.S.A.).
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5 RESULTADOS

5.1 Peso dos animais

Os animais foram pesados no dia 1, antes de receberem as células do tumor via intrape-
ritoneal, e após receberem as células, foram pesados diariamente até o décimo dia, no desfecho
do experimento, antes de serem eutanasiados. No gráfico 1, é possı́vel observar as mudanças
nos pesos dos animais provocadas pela administração do MC-1.

Gráfico 1: Variação do peso dos animais

#: grupo tumor em relação ao saudável; ***: 6,25 mg/kg em relação ao grupo com o tumor;
****: 12,5 mg, 25 mg e 50 mg em relação ao grupo com o tumor.

O cálculo da variação do peso dos animais possibilitou uma observação mais clara da
influência do MC-1 na redução do crescimento tumoral: o grupo tumor apresentou um aumento
no peso de 2,66 g ao fim do experimento. Essa diferença foi significante em relação ao grupo
saudável (p = 0,0177). Os animais do grupo saudável mantiveram seu peso relativamente cons-
tante, tendo aumentado em média apenas 0,8 g até a finalização do estudo. No décimo dia, a
variação de peso do grupo de 6,25 mg/kg foi de 1,64 g (± 0,90 g) e quando comparado com o
grupo tumor, percebe-se que a dose foi capaz de inibir o crescimento do TAE (p = 0,0008). As
concentrações de 12,5 e 25 mg/kg do mesoiônico também foram capazes de inibir o ganho de
peso nos animais tratados. No sexto dia, os animais do grupo de 50 mg/kg foram eutanasiados
devido às condições fı́sicas precárias dos animais.

Os tratamentos com as diferentes doses do MC-1 provocaram alterações fisiológicas e
comportamentais nos animais dos grupos pertencentes às doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg. Nos
animais dos grupos tratados com 25 e 12,5 mg/kg, foi observado aumento na agressividade
e vocalização, além de piloereção minutos após a administração da substância. No grupo de
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animais 50 mg/kg, os efeitos colaterais foram mais graves isto é: a partir do terceiro dia de
tratamento foi observada alopecia além de alterações na cor e consistência das fezes (Figura
10). Concomitantemente, houve redução na atividade comportamental e uma crescente redução
de força para agarrar. No quinto dia de tratamento, dois animais foram encontrados mortos, e no
sexto dia, todos os animais do grupo foram eutanasiados devido à impossibilidade de continuar
a experimentação no referido grupo.

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

Observa-se grande redução de peso e tamanho do animal (A) e mudança na pelagem (B).
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5.2 Circunferência abdominal

A circunferência abdominal está relacionada com a dilatação da cavidade peritoneal
do animal, indicando assim o aumento na produção do fluido ascı́tico e, consequentemente, o
crescimento tumoral. Esse dado foi obtido após a eutanásia dos animais no décimo dia.

Os maiores valores de circunferência abdominal foram obtidos no grupo tumor (12 cm)
devido ao grande volume de fluido ascı́tico formado. O grupo saudável teve a circunferência
abdominal em média de 8,5 cm, e os animais tratados com MC-1 não apresentaram diferenças
estatı́sticas entre si, nem com o controle saudável. Todavia, as três doses (6,25, 12,5 e 25
mg/kg) do MC-1 foram capazes de inibir a formação de fluido ascı́tico e, consequentemente, a
reduziram a circunferência abdominal dos animais de forma significativa em relação ao tumor
(p<0,0001) (Gráfico 2).

Gráfico 2: Circunferência abdominal

#: grupo tumor em relação ao saudável; ****: 6,25 mg, 12,5 mg e 25 mg em relação ao grupo
com o tumor.
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5.3 Volume do tumor

Os tratamentos com o MC-1 nas doses de 6,25 e 12,5 mg/kg reduziram, significativa-
mente, o volume ascı́tico (fluido ascı́tico) em relação aos animais do grupo tumor (2,4 ml ±
0,10, p = 0,0006 e 2,2 ml ± 0,19, p < 0,0001, respectivamente). Entretanto, a dose de 25 mg/kg
não apresentou eficácia na redução do volume tumoral (Tabela 2 e Gráfico 3).

Tabela 2: Volume do tumor

Grupos experimentais Vol. injetado Média do vol. aspirado
Saudável 3ml 2,7 ml ± 0,08
Tumor 3ml 3,8 ml ± 0,20a

6,25mg/kg 3ml 2,4 ml ± 0,10b

12,5mg/kg 3ml 2,2 ml ± 0,19c

25mg/kg 3ml 3,8 ml ± 0,35ns

Dados apresentados como média ± erro padrão da média de seis animais analisados por ANOVA
seguidos por Tukey. pa = 0,0045: tumor em relação ao saudável; pb,c,ns = 0,0006, < 0,0001 e
não significante: grupo tratado em relação ao tumor.

Gráfico 3: Volume do tumor

#: grupo tumor em relação ao saudável; ***: dose de 6,25 mg/kg em relação ao tumor; ****:
dose de 12,5 mg/kg em relação ao tumor; ns: dose de 25 mg/kg em relação ao tumor.
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5.4 Contagem celular

5.4.1 Células viáveis

A contagem total das células viáveis informa a quantidade de células vivas presente no
fluı́do ascı́tico. Observou-se que nos grupos de animais tratados com o MC-1 houve redução
significativamente no número de células totais no fluido ascı́tico. Dentre os grupos tratados, a
dose de 6,25 mg/kg apresentou redução mais expressiva no número de células viáveis (média
de 0,85 ± 0,18 x 107) seguida da dose de 25 e 12,5 mg/kg (dados não mostrados) (Gráfico 4).

Gráfico 4: Células viáveis no fluı́do ascı́tico

#: grupo tumor em relação ao saudável; ****: grupo das doses de 6,25, 12,5 e 25 mg/kg em
relação ao tumor.

5.4.2 Contagem diferencial

A contagem diferencial é uma técnica que determina as quantidades relativas dos di-
ferentes tipos de leucócitos presentes na amostra analisada. O grupo tumor apresentou, no
fluido ascı́tico, um aumento de 43.75% no número de macrófagos (Gráfico 5) e uma redução
de 26.75% de linfócitos (Gráfico 6) e 17% de neutrófilos (Gráfico 7). Em relação à quanti-
dade de macrófagos, a dose de 25 mg/kg foi capaz de diminuir 72% destas células, enquanto as
concentrações de 6,25 e 12,5 mg/kg, reduziram 56.25% e 54%, respectivamente. A contagem
no número de linfócitos evidenciou que houve um aumento dessas células em 35% na dose de
25 mg/kg, 28% na dose de 12,5 mg/kg e 24.25% na concentração de 6,25 mg/kg. A quanti-
dade de neutrófilos também aumentou nos grupos tratados, sendo a concentração de 25 mg/kg,
a mais efetiva em termos numéricos 37%.
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Gráfico 5: Contagem diferencial de macrófagos

#: grupo tumor em relação ao saudável; ****: diferentes concentrações do MC-1 em relação
ao grupo tumor.

Gráfico 6: Contagem diferencial de linfócitos

#: grupo tumor em relação ao saudável;*: dose de 6,25 mg/kg em relação ao grupo tumor;**:
dose de 12,5 mg/kg em relação ao grupo tumor; ***: dose de 25 mg/kg em relação ao grupo
tumor.

Gráfico 7: Contagem diferencial de neutrófilos

*: dose de 6,25 mg/kg em relação ao tumor; *: dose de 12,5 mg/kg em relação ao tumor; ***:
dose de 25 mg/kg em relação ao tumor.
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As fotomicrografias das células do lı́quido ascı́tico foram feitas observando as lâminas
através de uma objetiva de 100x com óleo de imersão. Esse processo permite identificar
alterações morfológicas nos leucócitos e distinguir fatores relacionados ao desenvolvimento
tumoral. No grupo saudável (Figura 11A e 11B), não foram identificadas alterações celula-
res, entretanto, nas imagens do grupo com TAE não tratado (Figura 11C e 11D), constatou-se
uma grande quantidade de macrófagos e células com núcleos proeminentes. Células imaturas
como mielócitos, promielócitos e bastonetes foram identificadas nos grupos tratados com as
doses 6,25 e 12,5 mg/kg (Figura 11E, 11F e 11G). Além disso, nas doses de 12,5 e 25 mg/kg,
estruturas relacionadas a presença do TAE, como tira de fibrinas e agrupamentos celulares, pu-
deram ser identificados (Figura 11G, 11I e 11J). Por fim, nas lâminas representativas da dose
de 25 mg/kg ainda pôde ser identificada a presença de neutrófilos atı́picos em forma de anel e
hipersegmentados (Figura 11K e 11L).
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Figura 10: Micrografia das células coradas com o kit Panótico para contagem diferencial com objetiva
de 100x

As setas verdes indicam os macrófagos, as vermelhas, os linfócitos, as amarelas, os
neutrófilos, e as estrelas brancas, indicam estruturas incomuns relacionadas ao desenvolvi-
mento tumoral; as setas azuis indicam células imaturas ( promielócitos, mielócitos e bastone-
tes) A e B: grupo saudável; C e D: grupo tumor; E e F : grupo de 6,25 mg/kg; G, H e I: grupo
de 12,5 mg/kg; J, K e L: grupo de 25 mg/kg.
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5.5 Histologia

5.5.1 Baço

Para uma análise mais detalhada dos possı́veis efeitos tóxicos do MC-1 sobre os órgãos
dos animais tratados, foi realizada uma análise histológica.

O grupo de animais saudáveis (Figura 12A) apresentou baço com caracterı́sticas his-
tológicas normais: cápsula conectiva presente, polpa vermelha com trabéculas e polpa branca.
O cı́rculo azul tracejado identifica os folı́culos linfoides (zona de linfócitos B). O grupo com
TAE não tratado (Figura 12B) apresentou folı́culos com hipocelularidade difusa e polpa verme-
lha com zonas hialinizadas.

Nos animais tratados com o MC-1 foi possı́vel observar algumas alterações histológicas.
No grupo de 6,25 mg/kg (Figura 12C), o baço apresentou hipocelularidade nos folı́culos (polpa
branca) além de trabéculas e cordões esplênicos disformes. No grupo de 25 mg/kg (Figura
12E), a cápsula aparece com espessamento e há focos de hialinização na polpa vermelha. Não
foram observadas alterações histopatológicas no grupo da dose de 12,5 mg/kg.

Figura 11: Fotomicrografias representativas do baço de camundongos

A: grupo: controle saudável; B: grupo controle com tumor não tratado; C: dose de 6,25 mg/kg;
D: dose de 12,5 mg/kg; E: dose de 25 mg/kg; seta verde: cápsula conectiva; seta vermelha:
espessamento da cápsula conectiva; seta amarela: zonas hialinizadas; cı́rculo azul tracejado:
folı́culos linfoides-zona de linfócitos B; cı́rculo preto tracejado: parênquima com hipocelula-
ridade maciça difusa; T: trabéculas; B: polpa branca; V: polpa vermelha. As amostras foram
coradas em hematoxilina e eosina. (600 µ at 100x).
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5.5.2 Fı́gado

As fotomicrografias da figura 13 são representativas de cortes histológicos do fı́gado
de camundongos. No grupo saudável (Figura 11A), a estrutura lobular está preservada, os
espaços portais estão regularmente distribuı́dos contendo a veia central e os hepatócitos estão
distribuı́dos em placas. O grupo com tumor não tratado (Figura 13B e 13B1) apresentou in-
filtrado celular e focos hemorrágicos no parênquima hepático. Os hepatócitos apresentaram
alterações no tamanho do núcleo e na afinidade aos corantes.

Nos grupos tratados com o MC-1 houve diminuição do infiltrado celular nas três do-
ses analisadas (Figura 13C, 13D e 13E). Na figura 13D, que é representativa do grupo de 12,5
mg/kg, observou-se congestão nos ramos da veia porta, hepatócitos com variação no tamanho
nuclear e na coloração nuclear e citoplasmática. Os camundongos tratados com 25 mg/kg apre-
sentaram uma leve dilatação da área portal e sinusóides hepáticos.

Figura 12: Fotomicrografias representativas do fı́gado de camundongos

A: grupo controle saudável; B e B1: grupo controle com tumor não tratado; C: grupo da dose
de 6,25 mg/kg; D: grupo da dose de 12,5 mg/kg; E: grupo da dose de 25 mg/kg; seta preta:
infiltrado celular maciço; seta amarela: focos hemorrágicos no parênquima hepático; seta ver-
melha: hepatócitos apresentando alterações no tamanho do núcleo e na afinidade aos corantes;
V: veia central; asterisco: leve dilatação da área portal e sinusóides hepáticos; estrela: he-
patócitos distribuı́dos em placas. As amostras foram coradas em hematoxilina e eosina (600 µ
at 100x).
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5.5.3 Rins

As análises dos cortes histológicos dos rins dos grupos saudável e tumor (TAE) apresen-
taram padrões histológicos normais com lobos renais e labirinto cortical conservados (Figura
14A e 14B). Além disso, não houve alteração histopatológica renal em nenhum dos animais
tratados com o mesoiônico MI-01 (Figura 14C, 14D e 14E). Os lóbulos renais, bem como os
glomérulos, estavam conservados e envolvidos por fina cápsula de Bowmann (folheto visceral
e folheto parietal) e sustentados por células mesangiais.

Figura 13: Fotomicrografias representativas dos rins de camundongos

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

Em virtude da grande variedade de tipos de câncer tem-se um grande desafio à ciência e
à medicina pois, apesar do progresso nas estratégias de prevenção e tratamento, muitas formas
da doença ainda permanecem incuráveis (DING LI et al., 2018). Apesar do grande avanço na
descoberta de novas substâncias antineoplásicas, a maioria das drogas utilizadas nos tratamentos
possuem efeitos colaterais graves aos pacientes em virtude de sua toxicidade não seletiva (AL-
TEL, 2010).

A quimioterapia antineoplásica utiliza agentes quı́micos isolados ou em combinação,
por via oral, intravenosa, intramuscular, intradérmica ou tópica com o objetivo de debelar tu-
mores malignos; sendo essa uma das formas de tratamento amplamente utilizadas na clı́nica
oncológica (BRASIL, 2019). Compostos heterocı́clicos naturais participam de diversos proces-
sos biológicos nos seres vivos, como o metabolismo e fornecimento de energia, transmissão
de impulsos nervosos além de transferência de informações hereditárias (POZHARSKU et al.,
1997).

Diversos compostos heterocı́clicos são encontrados atualmente em medicamentos com
atividades diversificadas, como: anti-hipertensivos (Losartana), anti-inflamatórios e analgésicos
(Dipirona), além de antitumorais (Carbamato de fluorouracil). Os compostos mesoiônicos estão
inseridos nessa categoria de substâncias heterocı́clicas, e segundo estudos realizados por Senff-
Ribeiro et al., (2004) e Bhosale et al., (2015), estes compostos possuem propriedades anti-
proliferativas potentes em células tumorais e efeitos moderados nos tecidos normais, sendo
clinicamente bem tolerados.

No TAE, parâmetros como o ganho de peso dos animais, volume ascı́tico e circun-
ferência abdominal são importantes indicadores da progressão da doença (SILVA et al., 2017).
Ainda no desenvolvimento tumoral, existem propriedades celulares que indicam a instalação e
progressão da doença, como: diferenciação e proliferação celular desordenada, estabelecimento
de um microambiente favorável bem como os processos angiogênicos (SCHULZ, 2007).

No presente estudo, o TAE apresentou um crescimento progressivo do volume ascı́tico
e do número das células na cavidade peritoneal, corroborando com as descrições prévias de
Vincent e Nicholls (1967) e Mangueira et al., (2017). Tanto o aumento do volume ascı́tico como
o a multiplicação do número de celular interfere imediatamente no peso dos animais. Santos
et al. (2016) constatou que houve um ganho de peso nos animais de aproximadamente 12g em
15 dias de experimentação, e Salmeron (2018), um ganho de quase 20 gramas 19 dias após a
inoculação do TAE. Essas observações acerca do rápido ganho de peso nos animais confirmam
a agressividade do tumor e a sua rápida capacidade de gerar grande aumento na quantidade de
células viáveis e do lı́quido ascı́tico (SILVA; SANTOS; CASSALI, 2006).

Considerando a variação do peso dos animais tratados com MC-1 nas doses de 6,25,
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12,5 e 25 mg/kg, não houve ganho de peso, e a diferença foi significante em relação ao grupo
controle com TAE não tratado, corroborando a hipótese da inibição na formação do lı́quido
ascı́tico e na diminuição da quantidade de células intraperitoneais.

No grupo de animais tratado com a dose de 50 mg/kg do MI-01, houve efeitos colate-
rais graves. Não só a anorexia, mas também outros sintomas relacionados à toxicidade da dose
como: alopecia, alterações nas fezes e redução da força para agarrar. Além disso, ainda durante
o protocolo de 9 dias de tratamento, dois animais morreram, impossibilitando a continuidade
da experimentação no referido grupo. Em estudos que avaliaram a atividade de substâncias
antineoplásicas, a perda de peso é tipicamente associada à toxicidade da substância em questão
(TALMADGE et al., 2007). Tanto a perda de peso quanto a desnutrição estão diretamente rela-
cionadas a quadros de anorexia, muito presente em pacientes com câncer devido às alterações
gastrointestinais, dificuldade de cicatrização, supressão da resposta imunológica e, consequen-
temente, redução da qualidade de vida e da sobrevida (OLIVEIRA, 2010).

Um resultado intrigante observado foi que nos primeiros instantes após a administração
do MC-1 (1-3 minutos), os animais dos grupos tratados com 12,5 ou 25 mg/kg se comportaram
de forma hiperativa, além de aumentar a frequência de vocalizações e apresentarem piloereção.

O crescimento da circunferência abdominal de animais com TAE é um parâmetro obser-
vado que está imediatamente ligado à quantidade de lı́quido ascı́tico formado (MANGUEIRA
et al., 2017; SANTOS et al., 2016; FECCHIO et al., 1990). Nesse trabalho, os resultados das
medições da circunferência abdominal demonstraram que entre os grupos de animais tratados
(6,25, 12,5 e 25 mg/kg) não houve diferença estatı́stica, porém, quando comparadas com o
grupo tumor, a redução foi significante para as três doses do MC-1.

Uma vez inoculadas por via intraperitoneal, as células de Ehrlich irão se desenvolver na
sua forma ascı́tica. A ascite é a acumulação de fluidos no peritônio na forma de exsudato, con-
tendo proteı́nas, células e outros fatores relacionados ao processo inflamatório como citocinas e
quimiocinas (JÚNIOR et al., 2009). Além disso, há uma importante relação entre a quantidade
de ascite gerada durante o quadro inflamatório ou neoplásico e o influxo inflamatório celular
(macrófagos, neutrófilos, linfócitos etc) e a permeabilidade vascular do peritônio (FERNAN-
DES, 2015).

O tratamento com MC-01 nos animais do modelo experimental do TAE (6,25 e 12,5
mg/kg) induziu redução no volume do tumor, todavia, a dose de 25 mg/kg do MC-1 não apre-
sentou efeitos nesse parâmetro. Nos animais saudáveis não foi possı́vel aspirar a mesma quan-
tidade de salina injetada (3 ml), isso porque o peritônio é uma membrana permeável a soluções
aquosas, além de não haver o estı́mulo tumoral e inflamatório para o desenvolvimento da ascite.
Nas concentrações de 6,25 e 12,5 mg/kg o mesoiônico foi eficaz na redução do volume tumo-
ral, sendo a média do volume ascı́tico aspirado do grupo tratado com 6,25 mg/kg igual a 2,4
ml (± 0,10), e a do grupo da dose de 12,5 mg/kg igual a 2,2 ml (± 0,19). Sendo assim, esses
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resultados reiteram a eficácia do mesoiônico na inibição da formação da ascite.

A quantidade de células totais é um parâmetro importante para avaliar a progressão do
quadro neoplásico e o crescimento das células malignas. Esse é um dos critérios a ser avaliado
em estudos de substâncias antineoplásicas (SCHULZ, 2007). A morte celular pode ocorrer
por diversos mecanismos, e a apoptose é um tópico amplamente discutido quando se trata de
terapias antineoplásicas (MISHRA, 2018). O mecanismo da apoptose consiste em mudanças
morfofisiológicas nas células e a consequente formação de corpos apoptóticos, que contêm os
componentes intracelulares (KOLB, 2017).

Os estı́mulos responsáveis pelo inı́cio do processo apoptóticos podem ser intrı́nsecos
ou extrı́nsecos à célula. A via intrı́nseca (ou mitocondrial) pode ser iniciada na presença de
estı́mulos como lesão ao DNA, elevadas concentrações de radiação, ausência de fatores de cres-
cimento ou de hormônios além da presença de radicais livres e toxinas no meio extracelular
(GREEN, 2011). Por sua vez, a via extrı́nseca é ativada quando ligantes como TNF, Ligante
Indutor de Apoptose Relacionado ao TNF (TRAIL) e CD95L (FasL) ativam os Receptores de
Morte Celular (BOATRIGHT, 2003). Além da apoptose, outras vias de morte celular como a
necroptose (necrose programada), a piroptose (indução da inflamação por liberação de DAMPs
e citocinas no meio extracelular), a ferroptose (mecanismo de defesa contra o acúmulo de ra-
dicais tóxico nas células) e a autofagia (resposta a estresses como danos ambientais, flutuações
quı́micas, privação metabólica e exposição a patógenos) também são importantes meios de
contenção de danos ao tecido bem como métodos essenciais para a eliminação de células ne-
oplásicas incipientes (KOLB, 2017).

Os resultados do tratamento com o MC-1 em camundongos com TAE demonstraram que
houve redução drástica no número de células viáveis em relação ao grupo de animais com tumor
não tratados. No presente estudo, o grupo com tumor não tratado atingiu uma concentração
celular de aproximadamente 39 x 107/ mL ao final do perı́odo de experimentação, já a dose de
6,25 mg/kg do MC-1 reduziu em aproximadamente 97.8% as células totais do lı́quido ascı́tico
(média de 0,85 ± 0,18 x 107), enquanto a dose de 25 mg/kg do MC-1 reduziu 97.2% e a de
12,5 mg/kg reduziu 94.8%.

A contagem diferencial das células (linfócitos, neutrófilos e macrófagos) foi realizada
no lı́quido ascı́tico dos animas com TAE tratados ou não com o MC-1 a fim de melhor com-
preender a dinâmica do influxo celular inflamatório para a região intraperitoneal. A dose de
25 mg/kg do MC-1 induziu grande concentração de infiltrado celular inflamatório (reduzindo
72% de macrófagos e aumentando 37% de neutrófilos e 35% de linfócitos) quando comparado
ao grupo tumor. O grupo com TAE não tratado exibiu um aumento de 43.75% de macrófagos
e redução de linfócitos (26.75%) e neutrófilos (17%) quando comparado ao grupo saudável,
demonstrando os efeitos da condição neoplásica no desenvolvimento da resposta inflamatória
no peritônio dos animais. Ferreira et al., 2008 demonstrou que derivados mesoiônicos do sis-
tema 1,3,4- tiadiazólio-2-aminida tinham baixa citotoxicidade frente aos macrófagos in vitro,
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e Macêdo (2017), em sua avaliação do potencial antineoplásicos dos compostos MIH 2.4BI e
MIH 2.4Zn concluiu que estes possuı́am citotoxicidade seletiva para as células tumorais e baixa
toxicidade para células normais in vitro, desempenhando atividade antitumoral.

As células inflamatórias presentes no liquido ascı́tico dos diferentes grupos de ani-
mais em estudo foram fixadas em lâminas pela cito-centrifugação (Cytospin) e observadas
via a objetiva de 100x com óleo de imersão no microscópio óptico, estas apresentaram ca-
racterı́sticas atı́picas possivelmente causadas pelo processo inflamatório agudo do TAE. Inici-
almente, observou-se um aumento do número de bastonetes e presença ocasional de células
imaturas, como mielócitos e promielócitos (Figuras 10E, 10F e 10G). Linfócitos em diferentes
estágios de maturação também foram identificados, além de células mononucleares e polimor-
fonucleares apresentando hipercromia basofı́lica e uma grande quantidade de células atı́picas.
No grupos de animais com TAE observou-se tiras de fibrinas e agrupamentos celulares conec-
tados por essas fibras (Figura 10G, 10I e 10J). Além disso, várias células apresentam vacúolos
e nucléolos proeminentes (Figura 10C e 10H).

Os neutrófilos formam uma importante barreira contra o desenvolvimento de tumores e
a presença dessas células no tecido tumoral pode estar associada a um prognóstico favorável
na resolução dos tumores (FRIDLENDER, 2009). Os neutrófilos medeiam a morte de células
neoplásicas por mecanismos tais como a Citotoxicidade Mediada por Células Dependente de
Anticorpos (ou em inglês, a sigla ADCC) e a trogocitose, ou seja, a aquisição do conteúdo cito-
plasmático ou fragmentos da membrana celular de outra célula com quem interage, passando a
expressar esses antı́genos (MATLUNG, 2018). Esses mecanismos apresentam como resultado
final uma potente ativação da resposta antitumoral dos linfócitos T e das células NK.

Nos animais em que o TAE foi induzido foram observados neutrófilos atı́picos, com
núcleo em forma de anel (Figura 10L) além de células com hipersegmentações nucleares (Fi-
gura 10K). Essas observações podem indicar uma mielopoiese anormal, onde células ainda
imaturas são direcionadas ao sı́tio inflamado, e as células já maduras, permanecem por muito
tempo no local de inflamação (HELLEBREKERS, 2018).

As análises histológicas de tecidos provenientes do baço, fı́gado e rins dos animais
dos grupos controles e daqueles submetidos ao tratamento com MC-1 demonstram que houve
alterações histológicas no baço e no fı́gado, e que o tratamento foi capaz de amenizar essas
alterações. O baço é um órgão linfoide atuante nas respostas imunológicas contra antı́geno e
sua histologia revela componentes como as poupas vermelha e branca, sendo que nessa última,
estão localizados os linfócitos T na bainha peri-arteriolar, e os linfócitos B, nos folı́culos (ME-
BIUS, 2005). As fotomicrografias de cortes do órgão corados em hematoxilina e eosina de-
monstram que no grupo saudável não houve alterações histologicas, contudo, o grupo com
tumor não tratado apresentou regiões com baixa concentração celular na região folicular (Fi-
gura 11B), uma caracterı́stica de processos apoptóticos mediados por linfócitos B. Nos grupos
dos animais tratados com o MC-1 nas doses de 12,5 e 25 mg/kg observamos redução nesse
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parâmetro histológico sugerindo um efeito benéfico do composto no baço.

O fı́gado é um dos órgãos que mais apresenta susceptibilidade a substâncias tóxicas pois
ele é responsável pelo processamento de metabólitos do organismo. Os dois tipos celulares
epiteliais principais presentes nesse órgão são os hepatócitos, constituindo cerca de 60% das
células totais, e as células epiteliais biliares, presentes nos ductos biliares (NAVES e MORENO,
2000). O resultado de estudos histológicos de cortes de fı́gado dos animais revelaram infiltrados
celulares maciços além de focos hemorrágicos, contudo, o tratamento com MC-1 provocou
redução desse infiltrado celular mas promoveu alterações morfológicas no sistema porta do
órgão, como dilatação de sinusóides hepáticos e congestão nos ramos da veia porta.

Os rins fazem o papel de filtro e como tal são responsáveis pela depuração de substâncias
que devem ser eliminadas do organismo. Os cortes histológicos dos rins dos grupos de animais
com TAE, com ou sem tratamento com o MC-1, não apresentaram alterações histológicas e
estavam com todos os parâmetros morfológicos normais.

Embora a atuação de compostos mesoiônicos no desenvolvimento tumoral seja pouco
estudada, o presente trabalho demonstrou que o mesoiônico 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-
1,3,4-cloreto de tiadiazólio-2-tiol (MC-1), em sua menor concentração (6,25 mg/kg), estudado
no modelo experimental de Tumor de Erhlich na forma ascı́tica, obteve os melhores resulta-
dos, sendo capaz de alterar o curso da doença pela diminuição da formação do liquido ascı́tico,
redução do volume do tumor além de modificar o padrão de migração celular do fluido ascı́tico,
reduzindo o número de macrófagos e aumentando a quantidade de linfócitos e neutrófilos. Em
adição o tratamento dos animais com tumor com o MI-01 reduziu aos parâmetros histopa-
tológicos relacionados ao desenvolvimento do tumor nos órgãos tais como baço e fı́gado.
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os resultados obtidos com o tratamento do MC-1 em modelo murino de Tumor Ascı́tico
de Ehrlich permitem concluir que o mesoiônico:

• Foi capaz de inibir o ganho de peso dos animais em suas três concentrações analisadas;
• Reduziu a formação do lı́quido inflamatório ascı́tico caracterı́stico do processo infla-
matório agudo no TAE;
• Diminuiu os valores da circunferência abdominal dos animais tratados;
• Reduziu a quantidade de células totais presentes no lı́quido ascı́tico;
• Modulou o perfil do infiltrado inflamatório celular, reduzindo o número de macrófagos
e aumentando a quantidade de linfócitos e neutrófilos;
• Reverteu alterações histopatológicas provocadas pelo desenvolvimento do TAE no
fı́gado e baço dos animais tratados.

Assim, conclui-se que o mesoiônico 1,4-difenil-5-(5-nitro-2-furanil)-1,3,4-cloreto de ti-
adiazólio-2-tiol possui efeitos relevantes frente aos parâmetros tumorais do modelo experimen-
tal de Tumor Ascı́tico de Ehrlich, abrindo novas possibilidades de estudos para alternativas
terapêuticas, bem como, compreender de forma mais eficaz, os mecanismos pelos quais essa
substância atua em seus efeitos imunomoduladores e antineoplásicos.
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REFERÊNCIAS

AL-TEL, T. H. Designand synthesis of novel tetrahydro-2HPyrano[ 3,2-c]Pyridazin-
3(6H)-one derivatives as potential anticancer agents. Eur.J.Med.Chem., v. 45, p.
5724–5731, 2010.

ASADUZZAMAN, A. K. M. et al. Moringa oleifera seed lectin inhibits Ehrlich ascites
carcinoma cell growth by inducing apoptosis through the regulation of Bak and NF-B
gene expression. International journal of biological macromolecules, v. 107, p.
1936-1944, 2018.
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