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RESUMO

Avaliacdo toxicologica e anti-tumoral de uma naftoquinona sintética em tumores de Ehrlich
(estudo in vivo)

Quinonas sdo substancias de ocorréncia natural, com acdo antibacteriana, antifingica,
antineoplasica, entre outras. A 2-N-glicina-1,4-naftoquinona, estruturalmente relacionada ao
lapachol, foi avaliada quanto a toxicidade e atividade antitumoral. Para a analise toxicoldgica,
foram utilizados camundongos Mus musculus, Albino Swiss, administrando-se por via oro-
gastrica a 2-N-glicina-1,4-naftoquinona nas concentragdes de 120, 240, 1000 ¢ 4000ug/Kg. A
dose letal da droga foi superior a 4000ng/Kg. As doses de 1000 e 4000png/Kg causaram lesdes
citotoxicas no coragdo, figado e rins. A dose de 120ug/Kg produziu lesdes e alteragdes
comportamentais discretas em comparacdo as outras dosagens utilizadas. Na avaliacdo
antitumoral foram utilizados camundongos Mus musculus, albino Swiss, para avaliar o efeito da
referida substancia, nas dosagens de 40, 60, 80 e 100ug/Kg, sobre tumores de Ehrlich
implantados no tecido subcutaneo da regido axilar direita, a partir de células deste tumor
mantidas sob a forma ascitica. Os tratamentos foram iniciados no 3° dia ap6s a implantacéo das
células, sendo feitas avaliagdes biométricas diarias dos tumores, ao longo do tratamento. Apds
sete dias, realizou-se a eutanasia dos animais e coleta de sangue para hematdcrito e leucograma.
Ainda foram realizadas avaliagBes histopatologicas dos tumores e de 6rgdos como: pulméo,
figado, rim, baco e coracdo. Microesteatose e necrose de coagulacdo hepética, citotoxicidade de
cardiomidcitos, glomerulonefrite proliferativa, espessamento da capsula de Bowman e necrose
tubular renal foram observadas, sendo intensificadas com maior dose. O grupo que apresentou
melhor taxa de inibi¢do tumoral média foi o tratado com 40ug/Kg. Considerando-se apenas o
ultimo dia de tratamento, a melhor taxa de inibi¢do foi a de 100ug/Kg, seguido dos grupos 80 e
40ug/Kg, respectivamente. A droga utilizada ndo apresentou efeito anticancerigeno dose
dependente, entretanto, verificaram-se reacdes toxicas.

Palavras-chave: cancer, naftoquinonas, carcinoma de Ehrlich



ABSTRACT

Toxicological and anti-tumoral evaluation of the synthetic naphtoquinone in Ehrlich’s
tumors

Quinones are substances of natural occurrence, with antibacterial, antifungal and antineoplastic
action, between others. The 2-N-glicine-1, 4-naftoquinone, structurally related with lapachol was
evaluated with respect to toxicity and antitumor activity. To toxicological analyses were used
mice, Mus musculus, variety, albinos Swiss, which received by orogastric way the 2-N-glicine-
1,4-naftoquinone in the 120, 240, 1000 e 4000ug/Kg doses. The lethal doses were higher than
4000ug/Kg. The dosages of 1000 e 4000ug/Kg caused cytotoxics lesions on heart, liver and
kidneys. The dose of 120ug/Kg produced discrete lesion and compartmental alteration when
compared with other dosages that were utilized. In antitumor evaluation were used mice, Mus
musculus, variety albino Swiss to test the effect of the referred substance, in the dosages of 40,
60, 80 e 100ug/Kg, under Ehrlich tumor implanted in subcutaneous tissue of right auxiliary
region, from tumor cell maintained under ascitic form. Treatments were begun on 3™ day before
cell tumor implantation and daily biometric evaluation were made during treatment. Seven days
before was realized euthanasia of the animals and was colleted blood to leukocyte count and
hematocrit. Yet, histopathological evaluations were realized about the tumor and organs how:
lung, liver, kidney, spleen and heart. Microsteatosis and hepatic coagulate necrosis, Bowman's
capsule thickening and renal tubule necrosis were more intensified with higher dose. The group
that showed better rate of the tumor inhibition was the one treated with 40ug/Kg. Considering the
last day of treatment, the better rate of inhibition was obtained by the group treated with
100ug/Kg followed by the groups that received 80 e 40ug/Kg, respectively. The drug evaluated
did not have anti-cancer effect dose dependent, however were verified toxic reactions.

Key word: Cancer, naftoquinones, Ehrlich’s carcinoma.
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1. INTRODUCAO

O céncer representa aproximadamente 16 a 24% das causas de morte ou de eutanasia em
animais de companhia. Alguns fatores como idade, raca, sexo, castragdo e ambiente influenciam
as freqliéncias e os riscos relativos a esta patologia (RICHARD, 2004). O cancer, assim como as
doencas cardiovasculares sdo indubitavelmente as duas maiores causas de morte em humanos,
estimando-se 10 milhGes de pessoas/ano (SANTOS, 1986; FARIA, 2003), sendo no Brasil
400.000 novos casos e 125.000 mortes anuais (GUTEMBERG, 2004).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o0 ano de 2009,
apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecdo do
cancer de pele do tipo ndo melanoma (115.010 casos novos), serdo 0s canceres de prostata
(49.530 casos novos) e de pulmao (17.810 casos novos), no sexo masculino, e 0s canceres de
mama (49.400 casos novos) e de colo do utero (18.680), no sexo feminino, acompanhando o
mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2008).

No tratamento para o cancer, a utilizacdo de apenas um medicamento geralmente ndo é
capaz de debelar completamente esta patologia, principalmente porque a resposta aos tratamentos
pode ser diferentemente entre individuos da mesma espécie. Portanto, as associacdes de drogas
em tratamentos antitumorais podem gerar expectativas de bons resultados no tratamento desta
patologia. Dentre as drogas utilizadas como antineoplasicos podem-se citar as quinonas e seus
derivados, obtidas de fontes naturais ou sintetizadas em laboratorio (TORRES et al., 2007). As
fontes naturais mais frequentes sdo plantas superiores, artrépodes, fungos, liquens, bactérias,
algas e virus (CAMARA et al, 2008).

Pinto et al. (1978) descreve a naftoquinona — lapachol encontrada naturalmente na espécie
Tabebuia serratifolia, como uma substancia com atividades bioldgicas sobre o cancer, virus,
microrganismos, potencial analgésico, anti-inflamatério, acdo malaricida, cercaricida,
esquistossomicida e tripanomicida.

Assim, propde-se com este trabalho verificar os efeitos toxicos e antitumorais, bem como
determinar a dose terapéutica com menor efeito colateral de uma naftoquinona, estruturalmente

relacionada ao lapachol, sobre o carcinoma de Ehrlich em camundongos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O CANCER

As neoplasias sdo consideradas uma das mais importantes doencas e que mais acometem
humanos e espécies domeésticas, principalmente cadelas, com registros de ocorréncia em cerca de
sete papiros egipcios datando de 16 séculos antes de Cristo, sendo que um deles, o “papiro de
Edwin Smith”, relata a realizacdo de uma mastectomia (GUTEMBERG, 2004). Na espécie
humana, face ao aumento da média de vida proporcionada pelos avangos tecnologicos, do
controle, prevencdo e tratamento das principais doengas infecto-contagiosas e da melhoria das
condigdes de vida em geral, a freqiéncia relativa desta doenca tem aumentado
significativamente. Pois, a longevidade como sabemos, € um fator muito importante no
aparecimento desta doenca e a medida que a humanidade torna-se mais idosa, sua incidéncia
aumenta (SANTOS, 1986).

O céncer caracteriza-se pelo crescimento anémalo e desordenado de células, sem
finalidade e sem controle do organismo através do qual se nutri, e que persiste nesta prevaléncia,
mesmo cessado o estimulo que determinou tal alteracdo (SANTOS, 1986). Varios sdo os fatores
envolvidos em sua etiologia, sendo que a transformacdo de uma célula normal em uma célula
neoplasica pode ser causada por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que alteram direta e
irreversivelmente o genoma celular (JONES et al., 2000).

Existem muitas diferencas morfoldgicas, moleculares e funcionais entre uma célula
cancerosa e uma célula normal. Uma caracteristica marcante € o polimorfismo das células
tumorais, ou seja, as células diferem muito em forma e tamanho num mesmo tumor. Como se
multiplicam muito (mitose intensa), as células cancerosas geralmente tém o citoplasma basofilo,
devido a riqueza em ribossomos, 0 que acontece com todas as células em proliferagdo. A maioria
das celulas normais apresenta um sistema molecular de superficie favorecendo, durante o
desenvolvimento embrionario, que a célula reconhega seu microambiente e fixe suas moléculas
de adesdo as de outras ou a matriz extracelular. Se a célula normal falha nesse sistema, ela
automaticamente segue a via de morte celular programada (apoptose), sendo eliminada. 1sso ndo
acontece nas células cancerosas, onde o programa de auto-eliminacdo, em caso de erro grave,
geralmente esté desativado (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).
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A apoptose € um mecanismo inato de defesa antineoplésica, estimulada pela maioria dos
agentes quimioterapicos. Esse processo, ap0s o estimulo indutor trata-se de um fendmeno
bastante rapido. Ela ocorre na organogénese normal e patoldgica, na hematopoiese normal e
patoldgica, na reposicao fisiologica de certos tecidos maduros, na sele¢do positiva e negativa do
sistema imune, na atrofia de 6rgédos, na resposta inflamatéria e na eliminacdo de células apos
injaria por agentes genotoxicos (BARCINSKI, 2004).

O reconhecimento e a eliminacdo de células tumorais acontecem frequentemente no
organismo através da geracdao de imunidade tumoral. Esta resposta conta com a participacdo de
diversos tipos celulares (linfécitos T CD®" citotoxico, células NK, macréfagos) e moleculares que
estdo interconectados, sendo capazes de gerar tanto resposta celular quanto humoral. O estreito
contato entre o sistema imune inato e adaptativo permite acdes contra tumores em diferentes
niveis, evitando o surgimento do cancer. Contudo, pode acontecer falhas do sistema imunoldgico
no reconhecimento dessas células, pelos mecanismos de escape que as células tumorais podem
desenvolver ou por imunodeficiéncia do organismo (BARCINSKI, 2004).

A metastase é uma das caracteristicas comportamentais do cancer. Ela é a disseminacao,
por via vascular ou linfatica, das células cancerosas de um 6rgdo ou parte do corpo, para outra
parte ou 6rgdo ndo diretamente conectado com o primeiro sitio acometido. E um processo
seletivo, ndo aleatdrio, pois nem todas as células tumorais sdo capazes de produzir metastase.
Para que 0 processo metastatico se complete de modo sucedido, as células neoplasicas devem ter
a composicao genética apropriada para proliferar no novo ambiente, criar rede vascular, evadir-se
ao ataque imune do hospedeiro, e responder aos fatores orgao-especificos que influenciam seu
crescimento (RICHARDSON et al. 1997).

Um dos grandes desafios no tratamento do cancer com as drogas convencionalmente
utilizadas € o de se conseguir a destrui¢do das células tumorais com minimos efeitos colaterais
sobre os tecidos e 0rgédos sadios. De maneira geral as drogas anticancerigenas em lide tém efeito
citotoxico comprovado em decorréncia do estresse oxidativo-peroxidativo promovido por sua
utilizagdo (SANCHES-BARCELO et al., 2003; ABD EL-AZIZ et al., 2005; PADMAVATHI et
al., 2006).
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2.2. 0 TUMOR DE EHRLICH

Um grande avango no estudo dos tumores tem sido utilizar métodos experimentais, onde
sdo usados tumores transplantaveis ou transmissiveis. Esses sdo tumores de animais, mantidos em
laboratédrio, pelo transplante de células tumorais a hospedeiros susceptiveis, como por exemplo, 0
tumor de Ehrlich (OLIVEIRA, 2005; ASSIS, 2007). Este tem sido utilizado no estudo da agéo de
componentes quimicos, fisicos e bioldgicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia,
citogenética e terapéutica de células tumorais (SILVA et al., 2006).

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia experimental transplantavel de origem epitelial
maligna, espécie-especifica, sendo correspondente ao adenocarcinoma mamario de camundongo
fémea, transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich, em 1906. Originalmente, de crescimento
solido foi convertido na forma ascitica por Loewenthal and Jahn (1932), e desde entdo tem sido
estudado na forma soélida, quando as células sdo inoculadas no tecido subcutaneo, ou na forma
ascitica, quando inoculado na cavidade peritoneal. (SILVA et al., 2006; ASSIS, 2007). A
avaliacdo histolégica do tumor de Ehrlich na forma sélida pode ser descrita como: células com
alto grau de atipias (anaplasia), caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina
condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e relagdo nucleo-citoplasma maior que a das células
normais. O estroma é constituido por fibras colagenas e delicados capilares (ASSIS, 2007).

A vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantaveis, em comparacdo as demais, recai
sobre o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das células tumorais a
serem inoculadas e sobre o desenvolvimento rapido da neoplasia, que restringe o tempo de estudo
(SILVA et al., 2006).

2.3. NAFTOQUINONAS/LAPACHOL

Dentre as drogas utilizadas como antineoplasicos encontram-se as quinonas e Seus
derivados, que sdo substancias de ocorréncia natural ou sintetizadas em laboratorio (TORRES et
al., 2007). Suas fontes naturais mais freqlientes sdo plantas superiores, artropodes, fungos,
liquens, bactérias, algas e virus, com fun¢des biologicas multiplas em ciclos metabolicos os mais
diversos destes organismos (BRUNTON et al., 1996; CAMARA et al, 2008).
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As quinonas sdo classificadas de acordo com o sistema aromatico presente em sua
estrutura, tendo as naftoquinonas um anel naftalénico caracteristico. Varios estudos tém relatado
a importancia da atividade antitumoral das naftoquinonas. Sendo responsaveis por uma
significante reducdo do crescimento celular em linhagens tumorais quando conjugadas a outros
agentes, como o tiosemicarbazone (NTQS) e seus complexos formados com metais (AREAS,
2007).

Atualmente, a procura por novos agentes antitumorais tem se tornado cada vez mais
necessaria, visando sua maior eficacia e menor efeito citotoxico em tecidos normais. Na ultima
década, quimioterapicos derivados de bactérias (Adriamicina), plantas (Lapachol, Taxol),
organismos e microorganismos marinhos, entre outros, tém apresentado resultados bastante
satisfatorios. O tratamento de varias doencas utilizando como base produtos naturais € observado
hd muitos anos na medicina popular. Partindo desta tradicdo a utilizacdo de medicamentos
produzidos a partir de plantas no tratamento do cancer tornou-se uma constante, confirmada pelo
fato de aproximadamente 62% de drogas comercializadas para o tratamento do cancer, entre 1983
e 1994, serem de origem natural (AREAS, 2007).

No Brasil, o estudo de algumas espécies vegetais como as do género Tabebuia (familia:
Bignoniaceae), muito usadas, historicamente, pelas populacdes da regido amazobnica para o
tratamento de diversas doencas como sifilis, febres, malaria, infeccBes cutaneas e desordens
estomacais, foi muito difundido a partir da década de 60 apds a descoberta da eficacia dos
extratos da casca destas plantas no tratamento do cancer (PISSINATE, 2006).

Os principais compostos isolados da espécie (Tabebuia heptaphylla), popularmente
conhecido como ipé roxo, foram o lapachol, outras naftoquinonas e antraquinonas. Contém ainda
lapachenol, quercetina, &cido orto - e para-hidroxibenzéico. No género da Tabebuia estdo
presentes os compostos filoquinona (vitamina K) e manadiona (vitamina K3), além de vérias
quinonas, benzenoides e flavonoides. As substancias mais estudadas nesta espécie s&o: o
lapachol, os dois isbmeros, a-lapachona e B-lapachona (Figura 1) e a xiloidona (desidro- a-
lapachona), todos biologicamente ativos (FERRARI, 2005, TWARDOWSCHY, 2007).
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Figura 1: Formula estrutural do lapachol e ismeros
I- Lapachol
I1- Alfa-lapachona
I11- Beta-lapachona
IV-Alfa-xiloidona

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbutenil)-1-4-naftoquinona) é uma naftoquinona
encontrada na casca e lenho da Tabebuia sp e Tecoma sp. Na casca ocorre em quantidades
inferiores as do lenho. Tem atividades antinflamatoria, analgésica, antimalarica,
esquistossomicida, antiviral, tripanocida, leishmanicida, antifungica, antiulcerantes e
antineoplasica (SILVA et al., 2003, FERRARI, 2005).

Em tratamentos de carcinoma de Walker-256 e do sarcoma de Yoshida, o lapachol,
embora tenha promovido a regressdo definitiva de neoplasias em aproximadamente 30% dos
portadores destas patologias, além de agir como analgésico, os ensaios clinicos o desaprovam em

decorréncia de efeitos colaterais que, em muito, agravam o quadro clinico de pacientes com
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cancer: anemia, aumento do tempo de coagulacdo e problemas gastrintestinais (SILVA et al.,
2003). Ainda apresentou atividade anticonceptiva em ratas, causando 100% de mortalidade
fetal/embrido, sem causar efeitos toxicos as mées. A possibilidade de haver os mesmos efeitos em
seres humanos n&o pode ser ignorada (GUERRA et al., 1999, FELICIO et al., 2002, SILVA et
al., 2003, FERRARI, 2005).

O principal interesse no lapachol reside em sua capacidade de induzir o estresse oxidativo
através da formacao intracelular de espécies reativas do oxigénio, como o peroxido de hidrogénio
(H20,), o anion-radical superdxido (Oz-¢) e o radical hidroxila (HO¢). Estas espécies podem
danificar alguns componentes celulares importantes, tanto de células normais como de malignas.
Esta interferéncia xenobiotica altera o balango natural de sinais que interferem na divisao celular
em pontos especificos da evolugdo morfogénica natural (“checkpoint” ou ponto de checagem). A
alteracdo da normalidade pode induzir a apoptose, como alternativa, caso nao se consiga eliminar
por completo o estresse oxidativo (SILVA et al., 2003).

Calcula-se que o estresse oxidativo seja o responsavel pela metade dos canceres humanos.
O desequilibrio entre a formacdo e a remoc¢do dos radicais livres no organismo, decorrente da
diminuigdo dos antioxidantes end6genos ou do aumento da geracdo de espécies oxidantes, leva a
um estado prd-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e
estruturas celulares que podem provocar a morte celular. Em sistemas onde ocorre uma
persisténcia do ciclo redox, ou entdo faltam mecanismos de protecdo, ha aumento intracelular dos
oxidantes Oe- e H,0,, promovendo danos aos componentes celulares vitais como as membranas,
através da peroxidacédo dos lipidios e a diminuicdo da capacidade antioxidante celular (SILVA et
al., 2003).

A B-lapachona, uma orto-naftoquinona, tem sido amplamente estudada principalmente por
apresentar efeitos seletivos em linhagens tumorais quando comparados a linhagens normais.
Varios mecanismos de acdo das naftoquinonas se apresentam de forma dose e tempo-dependente.
A inibicdo do crescimento celular observada, pode ocorrer em funcdo da inducdo da apoptose,
inibicdo da topoisomerase Il ou estresse oxidativo, entre outros (SUN et al., 2006, AREAS,
2007). A acdo inibitdria sobre a a-polimerase do DNA, revelou-se especifica, pois comparada
com outros inibidores, a B-lapachona apresentou caracteristicas distintas e ineditismo no seu
modo de acdo, o que confere a esta quinona um grande potencial como droga de valor para a

quimioterapia de cancer, particularmente no cancer de prostata (AREAS, 2007).
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Em trabalhos citados por Li et al.(2000), mostraram que a B-lapachona foi bem tolerada
em cées, ratos, camundongos e galinhas. A dose maxima tolerada, administrada em 1 més, foi
200mg/Kg em ratos e 100mg/Kg em cdes. Altas doses causam gastrite ulcerativa e baixa de
eritrocitos, mas ndo promove supressdo medular.

Apesar do seu largo espectro de atividade biolégica, seu mecanismo de acdo nao é
totalmente conhecido (AREAS, 2007). Inicialmente, os estudos indicam que a B-lapachona atua
ao nivel da topoisomerase | do DNA. O complexo das topoisomerases é atualmente um dos alvos
mais importantes na quimioterapia do cancer. A topoisomerase | € uma enzima nuclear que esta
relacionada a estrutura topolégica do DNA. Sua acdo temporal em abrir o DNA é critica para 0s
processos de transcricdo, replicacdo e estruturacdo do cromossomo. Células morrem se a
topoisomerase for inibida. Foi observado que a incubacdo direta da p-lapachona com a
topoisomerase | antes da adicdo de DNA-substrato inibe drasticamente a acdo desta enzima. Este
resultado sugere a interacdo direta da p-lapachona com a topoisomerase I, diferenciando-se no
seu mecanismo da acdo do alcaldide camptotecina, outro inibidor de topoisomerase I. A
camptotecina, por sua vez, destréi o complexo DNA-topoisomerase (BRUNTON et al., 1996;
SILVA et al., 2003, VARGAS et al., 2005; SUN et al, 2006).

Nos organismos mais simples, quando em acdo reparadora, a topoisomerase | liga-se a
uma ou duas fitas do DNA, mas introduzem um s6 corte numa das fitas do DNA. Organismos
superiores possuem, além da topoisomerase |, a topoisomerase Il, que se complexam com duas
fitas do DNA e induzem dois cortes durante o processo de reparagdo. As enzimas topos | e Il tém
funcOes reciprocas reversas, ou seja, uma € expressa quando a outra € inibida. Ambas cortam o
DNA por ataque a pontos de unidade tirosinica, na ligacao fosfodiéster do DNA e sdo criticas
para 0 bom funcionamento celular. Qualquer alteracdo no balanco entre estas enzimas é
suficiente para induzir a apoptose (SILVA et al., 2003).

Em um estudo sobre o mecanismo de acdo da B-lapachona na atividade contra células e
topoisomerases de DNA, observou-se que esta substancia é citotoxica contra varias células
tumorais sensiveis e resistentes, incluindo-se células tumorais resistentes a acdo da camptotecina.
Este estudo revelou que a B-lapachona também age contra a topoisomerase Il-o, via uma rota
bioquimica independente de ATP, pelo aparecimento de formas reversiveis de complexos

clivados (VARGAS et al., 2005). A B-lapachona pode induzir apoptose em células do cancer de
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pulmédo, prostata, colo-retal, cancer de mama e células leucémicas (KRISHNAN & BASTOW,
2001, SILVA et al., 2003).

De todo modo, ndo se deve considerar a toxicidade elevada das quinonas como um fator
limitante ao uso clinico. Novas expectativas colocam-se nos estudos futuros da relacdo atividade
bioldgica versus estrutura quimica, uma area de atuacdo aberta a quimica medicinal, que pode

levar a solucdo de problemas de toxicidade (SILVA et al., 2003).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. DROGA TESTE

A droga testada ¢ um derivado de quinona (Figura 2), estruturalmente relacionado ao
nucleo basico do lapachol (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), sintetizado pelo grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Celso de Amorim Camara, Departamento de Quimica da UFRPE.

O derivado 2-N-glicina-1,4-naftoquinona (Figura 3) foi obtido através de sintese a partir
do 2-metoxi-1,4-naftoquinona, em uma reacdo de substituicdo nucleofilica com a glicina em
metanol (P.A., VETEC), na presenca de solucdo de KOH aquoso a 10%, em bom rendimento
(CAMARA et al, 2008). Apds neutralizacdo, o derivado foi purificado através de técnicas
cromatograficas, especialmente coluna flash em gel de silica, silica-gel-60 (230-400 Mesh,
Fluka) utilizando diclorometano/metanol (P.A., VETEC) como eluente, e foi caracterizado
através de meétodos analiticos e espectroscépicos. O ponto de fusdo foi obtido atraves do uso de
um aparelho de ponto de fusdo em bloco aquecido (Quimis) e comparado com o da literatura
(BITTNER et al, 2002).
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Figura 2. Molécula (quinona) Figura 3. Estrutura quimica do
basica e radical associados ao derivado 2-N-glicina-1,4-

grupamento NHR (R=CH,CO;H). naftoquinona.



21

3.2. TOXICOLOGICO

Para se determinar a toxicidade aguda foi utilizado o método preconizado por Karber &
Berhrens (1964), utilizando-se 20 camundongos (Mus musculus), variedade Albinos Swiss,
machos, com oito semanas de idade, pesando entre 45-55g, provenientes do biotério do Instituto
Ageu Magalhaes, os quais foram avaliados e mantidos no biotério de Antibi6ticos no Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em
gaiolas de policarbonato, forradas com maravalha de pinus; mantidas em temperatura ambiente
de 25°C + 2°C; expostos a fotoperiodo de 12 horas de luz (400 Lux) por 12 horas de escuridao;
com acesso a agua e racdo (Labina para roedores-Purina), ad libitum.

Passado oito dias (periodo de adaptacdo), os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais para testar o potencial toxicologico da 2-N-glicina-1,4-naftoquinona. Os grupos
experimentais respeitavam uma ordem crescente de doses, a fim de buscar a concentragdo que
ocasionasse maiores lesbes em orgdos vitais (figado, rim, baco, coracdo e pulmao) dos animais.
Para tal, respeitou-se a seguinte sequéncia: Grupo | [toxicidade aguda em camundongos tratados
com 120ug/Kg (n = 5)]; Grupo 1l [toxicidade em camundongos tratados com 240ug/Kg (n = 5)];
Grupo |1 [toxicidade em camundongos tratados com 1000ug/Kg (n = 5)]; e Grupo IV [toxicidade
em camundongos tratados com 4000ug/Kg (n = 5)].

Para realizacdo do ensaio da toxicidade aguda, os grupos experimentais foram deixados
em jejum alimentar por seis horas e em seguida, administrou-se a droga teste, conforme célculo
da dose/peso. A aplicacdo ocorreu por gavagem, com o uso de seringa de 1ml acoplada a uma
canula oro-esofagica. Apds administracdo da dose experimental, os animais foram colocados em
gaiolas maiores, onde permaneceram por cinco minutos, para descartar qualquer estresse
decorrente da manipulacéo e permitindo que o animal explorasse o novo ambiente. Passado este
tempo, os animais ficaram sob observacdo inicialmente de 60 minutos ininterruptos.
Posteriormente foram avaliados com 24, 48 e 72h pos-aplicacdo, a fim de caracterizar o
comportamento dos mesmos através dos sinais clinicos expressos pelo efeito toxico da substancia
quimica. Ao término da experimentacdo os animais foram submetidos aos procedimentos de
eutanasia, utilizando dose letal de anestesia dissociativa, via intramuscular (cetamina 80mg/Kg e
xilazina 60mg/Kg) (MASSONE, 1999). Os 6rgaos vitais (figado, rins, bago, coracdo e pulmao)
foram coletados em formaldeido 10% (v/v) preparado em PBS 0,01M; pH 7,2.
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Os parametros de comportamento expressos pelos animais sofreram andlise de
categorizacdo de acordo com o efeito estimulador e/ou depressivo no SNC. As observacgdes do
comportamento incluem: abaixamento de membro posterior, agitacdo, apatia, tranquilidade,
prurido, congestdo auricular, contorcdo, depressao, diurese, edema de focinho, erecdo de cauda,
excrecdo fecal, exoftalmia, fotofobia, isolamento, inversdo de marcha, movimento circular,
comportamento exploratério, movimento de vibrissas, ondulacdo de cauda, palidez, petéquias na
cauda, piloerecdo, postura de ataque, postura em garra, postura estatica, prostracdo, reacdo de
fuga, refluxo, relaxamento do musculo cremaster testiscular, saltos, sibilos, taquicardia,
taquipnéia, e tremores finos. Também foram construidos graficos relacionando ao efeito de

dose/resposta.

3.3. MANUTENCAO DA LINHAGEM DE CELULAS TUMORAIS

O carcinoma de Ehrlich foi mantido em camundongos adultos, através de passagens
continuas a cada sete dias. No protocolo do laboratério de Farmacologia do DMFA-UFRPE séo
mantidos dois camundongos com tumores asciticos, 0s quais, apos este periodo, sdo submetidos
aos procedimentos de eutanasia e suas células tumorais puncionadas com seringa estéril. Apos a
puncdo do liquido ascitico, 10° células viaveis foram implantadas na cavidade abdominal de
camundongos sadios para manuten¢édo da linhagem (SUGIURA, 1965; FERON et al., 1999).

3.4. CONTAGEM E VIABILIDADE DAS CELULAS TUMORAIS

Para a contagem de células tumorais, 1mL do fluido ascitico foi coletado da cavidade
peritoneal dos animais com tumor ascitico de Ehrlich. Esta solucédo foi centrifugada durante cinco
minutos a 3000rpm. O sobrenadante descartado e o precipitado, contendo celulas tumorais foi
lavado trés vezes com solucdo de ringer, e centrifugado novamente. Apds a Ultima lavagem
acrescentou-se 1mL da solucéo de ringer ao precipitado e desta suspensao retirou-se 20 pulL que
ficou diluido 100 vezes com solucdo de Azul de Trypan a 0,025%. Obteve-se 0 nimero de
células tumorais viaveis através de contagem direta na cdmara de Neubauer, usando objetiva de
40X.
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A contagem das células viaveis ocorreu nos quatro quadrantes na diagonal da camara. O
numero total de células contadas foi dividido por quatro, para obtencdo da média. Esta média foi
multiplicada por 16 para determinacdo do numero de células em 10 pL. Posteriormente, o

namero de células foi utilizado na formula abaixo para obtencdo do nimero de células por mL:

N° células/mL = (n° células contadas X diluicdo X 10%) / 4

O total de células foi expresso em nimeros de células tumorais/mL (GUERRA, 1983).

3.5. ANIMAIS E ALOJAMENTO

Toda a manipulacdo envolvendo os animais foi realizada de acordo com 0s principios
internacionais para pesquisa biomédica com animais, segundo normas do International Guiding
Principles For Biomedical Research Involving Animals (CIOMS) — Genebra 1985 e todos os
procedimentos foram realizados de acordo com o “Consensus Recommendations on Effective
Institutional Animal Care and Use Committees — NIH and USDA — publicados pelo Laboratorio
de Ciéncia Animal, edicdo especial, Janeiro de 1987.

Foram utilizados 30 camundongos Mus musculus, variedade Albinos Swiss, machos, com
seis semanas de idade, pesando entre 30-33g. Os animais foram mantidos no Biotério do
Laboratorio de Farmacologia do DMFA, UFRPE, permanecendo em microambiente controlado
(fotoperiodo de 12h claro/escuro, temperatura de 21+2°C e umidade 55 + 10%), acondicionados
em gaiolas de policarbonato, forradas com maravalha de pinus, havendo fornecimento de agua e

racdo a vontade.

3.5.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Grupo | — Animais controle com aplicacdo de solucéo fisiologica (n=6)
Grupo Il - Animais tratados com 40ug/Kg da 2-N-glicina-1,4-naftoquinona (n = 6).
Grupo Il1- Animais tratados com 60ug/Kg da 2-N-glicina-1,4-naftoquinona (n = 6).
Grupo V- Animais tratados com 80ug/Kg da 2-N-glicina-1,4-naftoquinona (n= 6).
Grupo V- Animais tratados com 100pg/Kg da 2-N-glicina-1,4-naftoquinona (n= 6).
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3.6. INOCULACAO/DESENVOLVIMENTO

Apbs coleta, centrifugacdo, lavagens, diluicdo e contagem de células viaveis/ml inoculou-
se uma quantidade de células no intervalo de 10° e 10’células/mL, sendo aplicado um volume
maximo de 200uL. A inocula¢do das células do carcinoma de Ehrlich ocorreu na regido axilar
direita (Figura 4A). Apds o 3° dia de inoculacdo, os camundongos foram submetidos a pesagem,
medicdes de comprimento e didmetro dos tumores (Figura 4B) e aplicacdes da 2-N-glicina-1,4-
naftoquinona em diferentes doses, com uso de seringa de insulina ImL com 100 divisdes, de
acordo com o grupo experimental. Estas atividades realizaram-se diariamente até o 10° dia.

Ao final do periodo experimental (Figura 4C), submeteu-se 0s animais aos procedimentos
de eutanasia, utilizando dose letal de anestesia dissociativa, via intra-muscular (cetamina
80mg/Kg e xilazina 60mg/Kg) (MASSONE, 1999). Apos anestesia, realizou-se sangria total por
puncdo cardiaca, sendo os tumores (Figura 4D), figado, pulmao, coracéo, rins e bago coletados
para pesagem e andlise histopatoldgica.

O volume tumoral estimado foi calculado, através da formula de Steel (1987):

Volume (mm?) = (D X d)/2
Onde: “D” representa o0 maior diametro e “d” o menor diametro.

Calculou-se o percentual de inibicdo tumoral, no 10° dia apds inoculacéo, pela equacéo
formulada por Kim et al. (2001), onde: % Inibi¢cdo Tumoral = (C - T)/C x 100%. C = peso médio
dos tumores dos grupos controle; T= peso médio dos tumores dos grupos tratados com 2-N-

glicina-1,4-naftoquinona.
3.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Amostras de 6rgdos vitais (figado, rins, baco, coracdo e pulmdo) foram coletadas e fixadas
em formaldeido 10% (v/v) preparado em PBS 0,01M; pH 7,2. Os fragmentos submetidos a
clivagem, em seguida foram processados de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em
blocos de parafina, cortados em micrétomo rotativo de 4 micrémetros e corados pela técnica da

Hematoxilina-Eosina (H.E.) segundo metodologia descrita por Behmer et al. (1976).
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3.8. PROVAS HEMATOLOGICAS

3.8.1 COLETA DE SANGUE E PROCESSAMENTO

De cada animal obteve-se amostras sanguineas, por meio de puncdo cardiaca. O sangue
obtido foi envasado em frascos tipo penicilina contendo anti-coagulante e posteriormente levado
a centrifuga por cinco minutos a 3000rpm.

Realizou-se leucograma, segundo metodologia descrita por Coles (1984) e Jain (1993),
sendo a contagem de leucdcitos realizada em hemocitdmetro de Neubauer. O volume globular foi
estimado segundo o metodo do microhematocrito. A contagem diferencial dos leucdcitos

realizou-se através da confeccdo e esfregacos sanguineos corados pelo método Panotico.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos ensaios in vivo foram expressos através de medidas de
centralidade e dispersdo (média + desvio padrdo). Utilizou-se o programa computacional
Statistica 5.1 (StarSoft, Inc., 1998) para realizagdo do teste de Shapiro-Wilk visando verificar a
tendéncia de normalidade dos dados. Sendo confirmada, foi utilizado o programa GraphPad
(Instat®, 2000) para realizagdo do teste paramétrico de Anélise de Variancia (ANOVA), optando-
se pelo post-hoc de Tukey para verificar quais grupos experimentais diferiram entre si. Caso 0s
dados nédo seguissem uma tendéncia normal, realizar-se-ia o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, com posterior teste post-hoc de Dunn. Em todas as analises estatisticas foi utilizado o

nivel de significancia de 5 %.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. TOXICOLOGIA

Os resultados obtidos mostraram que na avaliagdo da toxicidade aguda, do derivado 2-N-

glicina-1,4-naftoquinona, administrada por via oro-gastrica, em doses de até 4000ug/Kg, nao foi
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verificado 6bito nos camundongos até o periodo de 72h de observacédo, impossibilitando dessa
forma, a estimativa da DL50. Contudo, algumas reacdes comportamentais apresentadas pelos
animais com intensidades e frequiéncia, sugerem importantes efeitos sobre diferentes sistemas
organicos. Entretanto, foram descartadas as observacges correspondentes aos cinco minutos
iniciais, pds-administracdo da droga, com a finalidade de ndo haver alteracdes causadas por
estresse de manipulacéo.

A 2-N-glicina 1,4-naftoquinona em dosagens de 120ug/Kg produziu lesdes microscopicas
e alteracbes comportamentais discretas em comparacdo as outras dosagens. As dosagens mais
altas de 1000 e 4000ug/Kg possuem efeito hepatotoxico, nefrotoxico e cardiotoxico. As lesdes
mais comumente observadas foram degeneracdo hidropica, necrose de coagulacdo em
cardiomidcitos e células tubulares renais. Nos hepatocitos as lesGes evoluiram entre macro e
microesteatose para necrose de coagulagdo. N&o se observou figura de apoptose nestes 6rgaos,
exceto no baco, onde havia discretas areas de polpa branca e zona marginal com linf6citos
apoptoticos.

Na tabela 1 verificam-se os efeitos comportamentais espontaneos dos camundongos sob
diferentes condig¢Oes de dosagens (120, 240, 1000 e 4000ug/Kg), do derivado 2-N-glicina-1,4-
naftoquinona constituindo o protocolo experimental para a determinacdo da toxicidade aguda. De
acordo com os resultados, foram observadas algumas respostas sugestivas de acao central, com
tempos de ocorréncia e intensidades caracteristicas ao longo dos 60 minutos iniciais de
observagdo. As analises destes resultados foram construidas agrupando-se convenientemente,
algumas destas respostas, em funcao dos respectivos tempos de ocorréncia, podem ser observadas
nas figuras de 5 a 14.

Na figura 5, foi possivel verificar as seguintes reacdes comportamentais: movimentos
circulares, agitacdo e movimento de vibrissas, na dose de 120 ng/Kg. Estas reaces foram mais
expressivas nos primeiros 20 min. Em seguida reduziram de forma significativa até o periodo
final de 60 minutos de observacdo. Quanto o comportamento exploratorio apresentado pelos
animais nesta dose, verificou-se que a resposta maxima ocorreu proxima dos 30 minutos,
decaindo em seguida, embora ndo de forma contundente como as duas respostas verificadas
anteriormente. Os movimentos de vibrissas foram verificados em todos os animais, e se manteve
por 40 minutos ap6s a aplicacdo da droga, declinando em seguida. Provavelmente estes

comportamentos estdo associados a processos excitatorios devido a presenca da 2-N-glicina-1,4
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naftoquinona e na medida em que a concentracdo da mesma diminui, talvez devido a processos de
excrecdo ou biotransformacdo, os efeitos correspondentes diminuiam gradativamente. Alguns
destes efeitos podem estar relacionados com o componente simpatico do sistema nervoso
autondmico, tais como a agitagdo e o comportamento exploratério observado nos animais, a
exemplo do que sugerem Carlini (1972) e Mattei et al. (2006), e também efeito estimulante
mediado pelo possivel aumento da liberacdo e/ou mudancas nos mecanismos de captacdo de
neurotransmissores excitatorios.

As alteracGes importantes associadas ao sistema colinérgico podem promover, em
circunstancias especiais, processos excitatorios (OVERALL, 1994; SIMPSON & SIMPSON,
1996). E importante destacar que 0 movimento de estereotipia e disturbios de humor, movimentos
de vibrissas e movimentos circulares, podem ser decorrentes da acdo dopaminérgica ou
noradrenérgica em areas especificas do SNC (OVERALL, 1994; MATTEI et al., 2006);

Na figura 6, podem ser observados 0s seguintes comportamentos: postura de ataque,
postura em garra, petéquias na cauda e edema de focinho. Os dois primeiros comportamentos
apresentaram a sua expressdo maxima até os 20 minutos iniciais, declinando-se em seguida, até
aos 60 minutos finais de observacéo. Estes dois tipos de comportamentos podem ser visualizados
em animais estimulados por drogas que atuam sobre o sistema simpatico, embora possam também
ser expressos em animais que tenham sofrido acdes especificas sobre areas importantes do
sistema nervoso central, como o nucleo amigdal6ide, tdlamo, hipotalamo (KLEMM, 1996) ou
outros setores associados ao paleocortex. Segundo Overall (1994) verifica-se que o
comportamento de agressividade pode vir acompanhado de alteracBes centrais envolvendo
neurdnios excitatorios associados a presenca do glutamato como neurotransmissor principal;
embora a resposta serotoninérgica possa, em muitos casos, estar associada (SHAIKH et al.,
1997), bem como a noradrenalina (BOOTHE, 2003) .

Possiveis acdes sobre o sistema limbico podem ser esperadas, em associacdo com 0 SNA,
considerando-se a possibilidade de resposta a estimulacdo de areas, as quais promoveram nos
animais manifestacbes clinicas de aumento de excrecdo fecal, aumento de libido e
comportamento de luta e fuga (KLEMM, 1996), observadas com maior intensidade nos
camundongos do grupo de 4000ug/Kg.

J& a presenca de petéquias na cauda dos animais e a presenca de edema de focinho, que se

mantiveram expressas por 60 minutos ininterruptamente, assinalam importantes alteracdes
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vasculares, que poderiam de certa forma, ser acionadas por estimulacdo simpatica, mas tambeém
requerem a acdo de outros componentes enddgenos, como por exemplo, a participacdo de
elementos da cascata dos processos pro-inflamatorios. E importante lembrar que o SNA é um
importante componente de regulacdo de parametros vasculares, como calibre dos vasos, ondas de
pulso, débito cardiaco e volume sanguineo (IRIGOYEN et al., 2001), como também o sistema
imunologico, em suas diferentes dimensdes podem ter efeitos importantes sobre diferentes
tecidos, inclusive o vascular, podendo estar por tras das respostas de hipersensibilidade (JONES
et al., 2000).

Vale salientar que, mediante avaliacdo histopatoldgica, a hipertensdo arterial pode ser
relacionada ao aparecimento de petéquias na cauda, edema de focinho e congestdo pulmonar
intensa, como foi verificado neste trabalho. Mediante mesmo recurso, foi possivel descartar a
reacdo de hipersensibilidade imediata devido a auséncia de muco nas amostras de tecidos
provenientes das vias aéreas (brénquios e bronquiolos), como também a presenca de edema
perivascular ou intersticial pulmonar e infiltrado eosinofilico.

Na figura 7 observamos 0s seguintes comportamentos: prostracdo, fotofobia e
agrupamento. Comparando estes efeitos com o de comportamento exploratério, ja discutido
anteriormente, verifica-se que as reacdes de prostracdo e de agrupamento ocorreram no sentido
inverso, a partir dos 10 minutos, em relacdo ao exploratorio, consequentemente aumentando a sua
expressividade na fase final dos 60 minutos de observagdo. Considerando-se que os animais sob
experimentacdo tém habitos noturnos, e os experimentos foram realizados no periodo vespertino,
é possivel que estas alteracbes tenham sido expressas desta forma, uma vez que agdes
estimulantes importantes tenham sido verificadas pela droga nas fases iniciais do experimento. A
medida que as concentragfes dos derivados da droga foram diminuidas, as respostas espontaneas
se manifestaram de forma mais livre. Quanto a resposta de fotofobia, cuja expressdo maxima
ocorreu por volta dos 15 minutos iniciais, com declinacdo, sugerindo influéncia de componentes
importantes do sistema nervoso central. Estes foram acionados, juntamente com acdo da droga,
sensibilizando a area da retina quando em presenca do estimulo luminoso, o que levou ao
comportamento de recolhimento.

Nas figuras 8, 9 e 10 foram observados movimentos circulares, agitacdo, movimento de
vibrissas e comportamento exploratdrio, com as doses de 240ug/Kg, 1000ug/Kg e 4000ug/Kg.

Observou-se ainda que estes comportamentos foram mais intensos com o aumento das doses,
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sugerindo-se um efeito farmacoldgico dose dependente. Portanto, os comportamentos de
movimento circular e de agitacdo como modelos e evidéncias relacionadas entre a intensidade de
resposta e a dosagem.

Mais especificamente na figura 11, verificou-se que a relacdo entre a intensidade de
resposta de agitacdo em relagdo ao tempo para cada dose empregada foi do tipo linear, obtendo-se
para cada caso um coeficiente de determinagdo de r’= 0,93 (120pg/Kg), r’= 0,77 (240ug/Kg), r’=
0,84 (1000ug/Kg). Quanto a dose de 4000ug/Kg, a relagcdo entre intensidade de resposta e
ocorréncia temporal, ndo foi descrita por uma funcdo linear, uma vez que r* = 0. Uma observacéo
atenta aos coeficientes angulares de cada funcgéo linear, bixg = -0,0714; bas = -0,0257; b1ogo = -
0,04 verificou-se que todos foram negativos, ou seja, estas respostas tenderam a diminuir ao
longo do tempo, o que foi compativel com a condi¢do de que a medida em que a concentracdo da
droga diminuia no organismo, o seu potencial de efeito de agitacdo baixa proporcionalmente.
Verificou-se também que com o aumento da dosagem a inclinagdo das curvas diminuiu, embora
esta diminui¢do tenha sido com a dose de 1000ng/Kg, como aquela que proporcionou maior
efeito, uma vez que um maior nimero de animais exibiu 0 comportamento de agitacdo por mais
tempo. Este achado sinalizou uma importante relacdo de dose-resposta para este tipo de
comportamento. Para uma dosagem de 4000ug/Kg, verificou-se que a resposta méaxima baixou,
sendo que a relacdo entre o nimero de animais que responderam e o tempo de resposta foi
constante, apresentando um coeficiente angular de b = 0 (n=5).

Na figura 12 observou-se a relacdo entre 0 nimero de animais com resposta e o tempo de
ocorréncia do comportamento de movimentos circulares exibido em diferentes condi¢bes de
dosagens. As relacOes observadas foram do tipo linear para todas as dosagens, conforme
assinalam os respectivos coeficientes de determinagdo: r’= 0,8816 (120ug/Kg), r’= 0,8521
(240pg/Kg), r*= 0,8521 (1000ng/Kg) e r’= 0,7143 (4000ug/Kg), n=5. Uma avaliacéo atenta aos
coeficientes angulares das fungdes lineares, b1z = -0,0686; b4 = -0,0371; b1o00 = -0,0371 € bagoo
= -0,0286, pode-se verificar que para as doses maiores que 120ug/Kg, os coeficientes angulares
foram similares estatisticamente, para um valor de p < 0,01; n = 5. Isto se deduz que para o
comportamento de movimento circular o aumento de dosagem acima de 240ug/Kg, nédo afeta a
resposta maxima observada para este tipo de comportamento.

Nas figuras 13 e 14, tentou-se descrever uma funcdo matematica que permitisse

estabelecer uma relacdo entre a variagdo dos comportamentos de agitacdo e de movimento
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circular em funcdo do aumento da dose. Para o primeiro caso (Figura 11), verificou-se que esta
relacdo é do tipo 2° grau [Dose = -5e-07(Ca)* + 0,0005 (Ca) — 0,1302] para um valor do
coeficiente de determinacdo de r = 1 (n=5). Ja para o comportamento de movimento circular, esta
relacdo foi do tipo logaritmica [Dose = 0,0091 Ln (Ca) — 0,1007], para um valor de r* = 0,6441
(n=5). Em ambos os casos “Ca” representa o coeficiente angular, ou seja, a taxa de variagdo da
quantidade de resposta em funcdo do tempo de ocorréncia temporal da mesma.

Orgaos vitais dos animais tratados com doses crescentes de 2-N-glicina-1,4-naftoquinona
(figado, rins, baco, coracdo e pulmdo) foram analisados histopatologicamente para determinar
frequéncia e intensidade das lesdes celulares e teciduais.

No figado (Figuras 15A e B) do grupo tratado com 120 pg/Kg, observou-se discreta
congestdo dos capilares sinusoides, veias centro lobular e vasos do espaco porta. Discreta
microesteatose centro lobular difusa e necrose de coagulacdo em &reas multifocais foram
observadas, porém a intensidade das lesdes foi discreta. Proximo as areas portais constatou-se a
presenca de hepatdcitos reativos. Estas células sdo caracterizadas basicamente pelo aumento do
volume citoplasmatico e nuclear, além da presenca de mais de um nucléolo cercado por cromatina
frouxa (eucromatina). Hepatdcitos binucleados também foram observados, além do aparecimento
de figuras de mitose no parénquima hepatico proximo as areas portais.

No pulmédo desse mesmo grupo (Figuras 15C e D), apenas discreta congestdo foi
observada. No coracdo foram constatadas congestdo intensa, degeneracdo hidropica, perda do
padrdo de estriacdo transversal, eosinofilia celular e necrose de coagulacdo de cardiomidcitos,
porém em grau discreto e em pequena intensidade no miocardio (Figuras 15E e F). O bago
também apresentou leve congestdo de polpa vermelha (Figura 15G). Ja nos rins dos animais
tratados com 120ug/Kg (Figuras 15H, | e J) foram observadas glomerulite proliferativa,
congestao cortico-medular, degeneracao hidrépica, necrose tubular e de néfron (nefrose).

No figado do grupo de 240ug/Kg ,constatou-se congestdo intensa de capilares sinusoides,
veia centro lobular e vasos do espaco porta (Figuras 16A, B e C). Macro e microesteatose centro
lobular e necrose de coagulacdo proxima ao espago porta foram observadas no parénquima
hepético sendo o grau de lesdo categorizada entre moderada a intensa.

No bacgo do grupo de 240 pg/Kg, além da congestdo de polpa vermelha foi possivel notar
inicio de vacuolizacdo e necrose de megacariocito assim como, discreto acumulo de

hemossiderina em macrofagos. Na polpa branca evidenciou-se hiperplasia de centro germinativo,
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presenca de figuras de mitose em linfocitos e fusdo de nodulos linféides. Na zona marginal da
polpa branca foram notadas necrose e apoptose de linfdcitos (Figuras 16D e E).

No pulmdo dos animais tratados com 240pg/Kg, o achado mais comum foi congestdo
pulmonar sendo que alguns animais ainda apresentaram discreto edema intersticial, perivascular,
infiltrado inflamatorio, hemorragia intersticial focal e espessamento de parede vascular arterial e
desprendimento endotelial (Figuras 16F e G). Nas artérias bronquiais e pulmonares, o
desprendimento e vacuolizacdo do endotélio como também o espessamento da tlnica muscular
podem estar relacionados a estimulacdo da funcdo cardiaca pela droga como também pela sua
acao toxica local.

No grupo tratado com 240ug/Kg (Figuras 16H e I) observou-se congestdo renal cortico-
medular difusa, espessamento de cépsula de Bowman, atrofia de glomérulo, glomerulonefrite
proliferativa e membranosa, inicio de esclerose glomerular, degeneracdo hidrdpica de tubulos
contorcidos proximal e distal (maior intensidades das lesGes), necrose de tubulos contorcidos,
presenca de cilindros protéicos no lume de alguns tabulos renais.

No miocardio dos animais tratados com 240ug/Kg detectou-se congestdo, degeneragéo
hidrdpica e vacuolizagdo de cardiomiocitos. Necrose de coagulacdo difusa de cardiomiocitos
também foi detectada sendo esta caracterizada pela perda do padrdo das estriacGes transversais e
aumento da eosinofilia celular (Figuras 16J).

De acordo com os resultados histopatoldgicos, as lesfes observadas no miocardio dos
animais que receberam as dosagens mais elevadas da droga testada ndo sdo compativeis com
lesdo isquémica, muito embora a vacuolizacdo e necrose celular observadas pode estar
relacionada com isquemia. Entretanto, devido a congestdo observada no 6rgdo e as areas de
necrose e vacuolizagdo se apresentarem discretas e difusas no 6rgdo é bastante provavel que a
lesdo tenha ocorrido por acdo toxica sobre cardiomidcitos.

Nas dosagens de 1000ug/Kg (Figura 17) e 4000ug/Kg (Figura 18) foram congestao renal,
glomerulite proliferativa, atrofia de glomérulo, degeneracdo hidrépica tubular, cilindros protéicos
no limen tubular e necrose de tabulos coletores multifocal.

Necrose de tubulos contorcidos e glomerulonefrite proliferativa foram os achados
microscopicos mais evidentes do parénquima renal encontrados nos animais deste experimento,
tratados com as dose mais elevadas. Agentes toxicos afetam regides especificas do néfron,

causando danos a glomérulos, tubulos contorcidos proximais e distais, alca de Henle e ductos



32

coletores, sendo mais evidente os prejuizos nos tabulos contorcidos proximais (MIDDENDORF
& WILLIAMS, 2000).

No parénquima hepatico dos grupos que receberam as maiores dosagens da naftoquinona
foi possivel observar congestéo intensa em toda rede vascular, macro e micro esteatose difusa em
menor intensidade. Por outro lado, necrose de coagulacdo dos hepatdcitos foi o achado mais
contundente, pois foi encontrado de forma intensa e difusa no parénquima hepatico.

Nas dosagens mais baixas a principal lesdo observada foi a microesteatose centro lobular
de hepatdcitos. Necrose de coagulacdo foi 0 achado microscopico mais evidente no paréngquima
hepético dos camundongos tratados com as doses mais elevadas.

No parénquima esplénico notou-se congestdo de polpa vermelha, hiperplasia de polpa
branca com ativacgdo de centros germinativos e fusdo dos noédulos linfoides.

As lesbes miocérdicas nessas dosagens foram compostas por congestdo, vacuolizagdo e
degeneracdo hidropica de cardiomidcitos. Além de necrose de coagulacdo difusa, observou-se
intensa eosinofilia das células cardiacas com perda do padrao tipico das estriagdes transversais.

No pulmdo, além da congestdo e discreto edema perivascular, alguns animais tratados com
a dose maxima testada visibilizou-se hemorragia, areas de proliferacdo de macréfagos entre os
septos alveolares, fibrose e enfisema pulmonar.

Com base neste estudo toxicologico, optou-se pelas dosagens de 40, 60, 80 e 100ug/Kg
da 2-N-glicina 1,4 naftoquinona, para formacdo de grupos experimentais e analise da sua
provavel acdo anticancerigena. Durante o experimento avaliou-se o peso corporal médio dos
camundongos, 0 acompanhamento da evolugdo da massa tumoral média, peso de oOrgdos e

possiveis alteracGes hematologicas e histopatologicas apos eutanasia dos animais.

4.2. PESO CORPORAL E EVOLUCAO TUMORAL

O peso corporal dos camundongos tratados com a 2-N-glicina 1,4-naftoquinona (Tabela 2/
Figura 19), ndo apresentou diferengca significativa entre o0s grupos, mantendo certa
homogeneidade entre 0s mesmos.

Na avaliacdo da evolucdo da massa tumoral média (Tabela 3), ndo se observou diferenca
significativa entre os grupos no 1° dia de tratamento. No 2° dia pode se observar reducédo

significativa da massa tumoral do grupo tratado com 40ug/Kg em relagao ao grupo controle como
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também em relagdo ao grupo no qual se empregou a dose de 80ug/Kg. No 3° dia, novamente
notou-se reducao no crescimento da massa tumoral no grupo que recebeu 40ug/Kg em relagdo ao
controle. Reducdo significativa da massa tumoral ocorreu no 4° dia de utilizacdo da 2-N-glicina
1,4 naftoquinona na dose 40pg/Kg em relagdo ao grupo controle e tratado com 60ug/Kg. No 5°
dia, a relacéo de significancia e reducdo de massa tumoral entre os grupos controle e tratado com
40ug/Kg foi a mesma observada anteriormente. No 6° dia observou-se reducdo na massa tumoral
nos animais tratados com 40ug/Kg em relagdo ao grupo controle e tratado com 60ug/Kg. No 7°
dia a redugédo da massa tumoral foi significativa nos animais tratados com 40ug/Kg em relagao ao
grupo de 60ug/Kg e controle. No ultimo dia de tratamento ndo houve reducdo da massa tumoral
entre 0s grupos.

Na figura 20 procurou-se demonstrar a relacdo entre o crescimento da massa tumoral em
relacdo ao tempo para cada dose empregada foi do tipo exponencial, obtendo-se para cada caso
um coeficiente de determinacdo de r’= 0,866 (controle), r’= 0,855 (40ug/Kg), r’= 0,913
(60ug/Kg), r’= 0,98 (80 e 100ug/Kg). Ao colocarmos todas as curvas exponenciais em um
mesmo gréfico foi possivel observar que a dose de 40ug/Kg foi a mais eficiente na reducéo da
massa tumoral ao longo do tempo com um grau de confiabilidade de 86%.

Com relacdo ao peso de 6rgaos coletados, apOs eutanasia, apenas no baco constatou-se
reducédo significativa (P>0,008) do grupo tratado com 100 pg/Kg, comparado ao tratado com
60ug/Kg (Tabela 4 /Figura 21). Esta reducdo de peso pode ter ocorrido devido a hipoplasia de
polpa branca provocada pelos varios focos de linfocitos apoptoticos nos centros germinativos. Os
animais tratados com 80ug/Kg apresentaram uma tendéncia de reducdo do peso esplénico na
mesma ordem de grandeza da que foi observada no grupo tratado com a maior dose, inclusive os

achados histopatoldgicos do bago para esta dosagem.

4.3. ANALISE HEMATOLOGICA

Do ponto de vista hematolégico (Tabela 5), foi constatada reducéo significativa no valor
médio do hematocrito entre os grupos controle e o tratado com 60ug/Kg. Nao foi observada
anemia nos animais tratados, diferente do que foi afirmado por Silva et al. (2003), em que nos
tratamentos de carcinoma de Walker-256 e do sarcoma de Yoshida, o lapachol, embora tenha

promovido a regressdo definitiva de neoplasias em aproximadamente 30% dos portadores destas
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patologias, promoveu efeitos colaterais como anemia, aumento do tempo de coagulacdo e
problemas gastrintestinais. Esse ultimo, também néo foi observado com esta droga.

Nos resultados referentes ao leucograma, ndo se observou diferenca significativa entre o0s
grupos. Entretanto, vale ressaltar, uma tendéncia de aumento do numero absoluto de leucdécitos,
em todos os grupos tratados comparados ao controle. Da mesma forma, houve tendéncia de
aumento do valor relativo médio dos bastonetes, segmentados, com exce¢do do grupo tratado com
100pg/Kg. Quanto aos linfocitos, os grupos 40, 60 e 80ug/Kg, apresentaram tendéncia a
diminuicdo quando os valores foram comparados ao controle. Todos 0s grupos tratados
demonstraram tendéncia a diminuicdo do valor relativo médio de mondcitos, comparado ao
controle. Entretanto, nenhum dos resultados foi estatisticamente significativo entre os grupos de

tratamento.

4.4. HISTOPATOLOGIA

Nos achados histopatoldgicos, o figado de todos os grupos, inclusive o controle
apresentou microesteatose, ativacdo de células de Kupffer, congestdo de capilares sinuséides e
focos metastaticos (Figuras 22A e B).

Os animais tratados com a menor dose de 2-N-glicina-1,4naftoquinona tiveram lesbes
hepéticas tais como: microesteatose difusa discreta, necrose de coagulacdo pericentrolobular
discreta e hepatite periportal leve. O grupo que recebeu a dose de 60ug/Kg apresentou no figado
microesteatose difusa discreta, necrose de coagulacdo moderada e difusa, células de Kupffer
(macrofagos hepéticos do sistema APC — células apresentadoras de antigenos) muito ativas,
macrofagos ativos dentro dos capilares sinusoides, linfécitos disseminados pelo parénquima e
hepatite periportal focal leve. Nos animais tratados com 80ug/Kg foi possivel observar
esteatonecrose e necrose de coagulagdo difusa variando de moderada a intensa no parénquima
hepatico. Nos animais submetidos a maior dose, além das lesGes citadas anteriormente, porém
com maior intensidade e difundidos pelo parénquima hepatico, constatou-se presenca de
infiltrados do tipo mononuclear-linfocitario ao redor dos focos metastaticos. Estes focos também
foram observados em areas subcapsulares.

A microesteatose, assim como citado por Swartz (1995); Fromenty et al. (1997) e

Williams et al. (2000); é uma lesdo compativel com sérias disfun¢des ou toxicidade hepética e se
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caracteriza pelo preenchimento citoplasmatico do hepatocito por pequenas goticulas de gordura,
concedendo a este tipo celular uma aparéncia espumosa. Ela ndo possui 0 seu mecanismo
totalmente esclarecido, entretanto é bastante provavel que a inibicdo da sintese de lipoproteinas,
diminuicdo da conjugacéo de triglicerideos com lipoproteinas, interferéncia com transferéncia de
VLDL, oxidagdo prejudicada de lipideos por mitocéndrias, aumento na sintese de &cidos graxos,
dano ao DNA ou a outros elementos mitocondriais podem estar relacionados a esta condicéo.

A agressdo toxica sofrida pelo figado, promovendo a necrose de coagulacdo, foi descrita
por Comporti (1985) e Brasileiro Filho et al. (1994). Em casos de administracdo de drogas e
quimicos, o figado sofre isquemia resultante do déficit no gradiente de concentracdo do oxigénio.
Isto ocorre devido a riqueza de enzimas biotransformadoras utilizadas no metabolismo de drogas
e metabdlitos reativos, os quais interferem diretamente sobre as organelas vitais ou indiretamente
promovendo a peroxidacdo de lipidios sobre &cidos graxos insaturados da membrana. A necrose
de coagulacdo no figado de ratos e cobaios submetidos a estudos toxicoldgicos pré-clinicos é
comumente encontrada, segundo Cushman et al. (1989); Nyska et al. (1992) e Parker & Gibson,
(1995), o qual é sugestivo de interferéncia por congestdo centrolobular dificultando a perfuséo
dos vasos.

Os efeitos citotdxicos da B-lapachona, assim como de outras naftoquinonas, em células
tumorais, ja foram citados por Vargas e outros autores (2006). Substancias com a presenca do
radical quinona sdo metabolizadas através do ciclo oxirreducdo mitocondrial, o qual induz a
formacdo de inimeras espécies de oxigénio reativo de alto poder tdxico. Estes radicais podem ser
responsaveis pela morte celular por necrose e/ou apoptose (SILVA et al., 2003; SUN et al., 2006,
AREAS, 2007).

O tumor, em todos 0s grupos, caracterizou-se histologicamente por areas de necrose (area
central principalmente), células ativas entremeadas por células necroticas, extensa formacéo
vascular nas areas de células ativas (Figuras 22C e D). No grupo controle observou-se ainda
calcificagdo distrofica, polimorfonucleares em grande quantidade, células ativas préximas a
musculatura da tela subcutanea. Nos animais tratados com 40ug/Kg, 0s tumores possuiam muitas
células necrosadas em areas periféricas e células tumorais ativas entremeadas por células
necroticas, formando varios focos no tumor subcutaneo sélido. No grupo tratado com 60 e
80ug/Kg, notou-se area necrotica central, células ativas na periferia, apoptose, poucas mitoses por

campo, polimorfonucleares entre células tumorais.
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A necrose observada nas células tumorais foi do tipo coagulacdo e geralmente foi feita
observacao de polimorfonucleares neutrofilos entre as células tumorais necréticas. A presenca de
células inflamatorias deste tipo é muito comum quando a morte celular é por necrose, muito
embora, quando ocorrem extensas areas de apoptose este fenbmeno também pode ocorrer
levando-se em consideracdo a presenca de macréfagos (KUMAR et al., 2008). Em todos os
grupos a necrose pode caracterizar-se por alteracfes resultantes da degradacdo enzimatica do
nucleo e citoplasma, que definem a morte celular. Os radicais livres sdo capazes de causar lesdes
irreversiveis na célula, em conseqiiéncia do influxo de &gua, eletrélitos e célcio ao citosol; a
celula termina tornando-se necrdética (JONES et.al., 2000).

A histopatologia do baco apresentou alteracdes nos grupos 80 e 100ug/Kg, tais como
congestdo de polpa vermelha, hipoplasia de polpa branca com varios focos linfocitos apoptéticos
nos centros germinativos e também na zona marginal.

O coragdo do grupo controle apresentou histologicamente congestdo e necrose de
cardiomidcitos, porém em grau leve em relacdo aos achados dos grupos tratados. Nestes grupos
observou-se congestdo do miocardio, cardiomidcitos com vacuolizacdo, perda do padrdo de
estriacdo transversal, areas multifocais com necrose de coagulagdo variando de leve a moderada
(Figuras 22E e F). De acordo com os resultados histopatologicos, as lesdes observadas no
miocardio dos animais que receberam as dosagens mais elevadas da droga podem ser
relacionadas a acao toxica sobre cardiomidcitos.

No pulméo foi possivel observar congestao discreta a moderada, ativacdo de pneumacitos
I, pneumonia intersticial crdnica, espessamento de parede alveolar e enfisema em todos 0s
grupos (Figuras 22G e H). Congestao e hemorragia sao os achados mais freqlientes no pulméo de
animais de laboratério, os quais podem estar relacionados a certas formas de morte. Estas
alteracGes circulatdrias também podem estar relacionadas com a associag¢éo de drogas com efeitos
adversos sobre a funcéo cardiaca ou sobre o sistema de coagulacdo (WARD et al., 1979). Outras
lesGes citadas, observadas independente do grupo experimental, ndo devem ser relacionadas ao
efeito da droga, pois muito provavelmente os animais ja apresentavam estas lesbes antes da
aplicacdo da substancia testada, ja que as mesmas decorrem de agressdes de carater cronico no
pulm&o. Focos metastaticos foram observados nos grupos 40 ¢ 100ug/Kg.

Na avaliacdo histologica renal, observou-se congestdo cortico-medular nos grupos

tratados, sendo intensificada no grupo tratado com 100pg/Kg. Glomerulonefrite proliferativa,
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espessamento da capsula de Bowman, pequena area de necrose tubular focal foi observada nos
animais que receberam a menor dosagem. Por outro lado, as lesfes se intensificaram nos grupos
tratados com as doses maiores. Com isso pode se observar atrofia glomerular, glomerulonefrite
proliferativa, presenca de cilindros protéicos no lumen dos tubulos contorcidos proximais,
degeneracéo hidrdpica e necrose tubular discreta (Figuras 22 | e J).

A necrose tubular observada nas dosagens mais altas também pode estar associada a
interacdo de diversos fatores, tais como: presenca de proteinas no lume tubular, refluxo do filtrado
devido a formacdo intra-luminal de cristais da droga, inchago celular (degeneracdo hidrdpica),
retorno de substancias téxicas dos tubulos, retencdo do fluxo sangiiineo regional como resultado
de dano endotelial, trombose, liberacdo de mediadores humorais ou ativacao de reflexos neurais
(MacDONALD et al., 1987). De acordo com os achados histopatoldgicos € bastante provavel que
as alteracOes renais advenham de danos associados a ativacdo do sistema nervoso auténomo
porcdo simpatica. Isto justificaria o quadro de degeneracdo hidropica, necrose tubular, atrofia
glomerular, glomerulonefrite proliferativa e intensa congestdo nas dosagens mais altas

administradas.

4.5. INIBICAO

.....

apoptose, uma vez que, ela pode ocorrer como alternativa, caso ndo se consiga eliminar por
completo o estresse oxidativo nas celulas, promovido pela naftoquinona, conforme citado por
Silva et.al. (2003). Outros autores, como Sun et al. (2006) e Aréas (2007) também afirmam que a
inibicdo do crescimento celular observada, pode ocorrer em funcdo da inducdo da apoptose,
inibicdo da topoisomerase Il ou estresse oxidativo.

Calculou-se a taxa de inibicdo tumoral diaria de cada grupo (Tabela 6), com base na
equacdo formulada por Kim et al. (2001), onde: % Inibicdo Tumoral = (C - T)/C x 100%. C =
peso médio dos tumores do grupo controle; T= peso médio dos tumores dos grupos tratados com
2-N-glicina-1,4-naftoquinona. Através desse calculo foi possivel verificar que a dose de 40ug/Kg
foi a que apresentou maior taxa de inibicdo média ao longo do tratamento, seguida das doses 80 e
100ug/Kg. O grupo tratado com 60ug/Kg teve a menor inibi¢gdo média, por iSSO 0 maior peso

tumoral comparado aos demais grupos.
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Na figura 23, procurou-se demonstrar a relagdo entre inibicdo tumoral em relacdo ao
tempo para cada dose empregada, sendo do tipo polinomial, obtendo-se para cada caso um
coeficiente de determinacdo de r’= 0,78 (inibicdo controle/40ug/Kg), r’= 1 (inibicdo
controle/60ug/Kg), r’= 0,91 (inibicdo controle/80pg/Kg), r’= 0,79 (inibicio controle/100pg/Kg).
Ao analisarmos todas as curvas polinomiais foi possivel observar que a dose de 40ug/Kg foi a
mais eficiente na promocéao da inibicdo tumoral ao longo do tempo com grau de confiabilidade de
78%.

Considerando-se apenas o Ultimo dia de tratamento para o célculo da inibicdo tumoral,
teriamos a melhor taxa de inibi¢do para o grupo de 100ug/Kg, seguido dos grupos 80 e 40ug/Kg,
respectivamente. O grupo de 60pg/Kg, assumiria um valor negativo, ndo havendo assim inibigao.

Se utilizdssemos uma dose maior do que 100ug/Kg e diminuissemos a duragdo do
tratamento, talvez pudéssemos obter um melhor efeito inibitorio para a droga, sem causar tantos
efeitos toxicos. Ou, se realizassemos associacdo desta com substancias que promovam redu¢do na
formacdo de radicais livres, ou com capacidade de reducdo metastatica, € bastante aceitavel a
possibilidade de obtencdo de melhores resultados na atividade anticancerigena da 2-N-glicina-1,4
naftoquinona. Corroborando com o que foi citado por Hardman & Limbird (2005), os agentes
antineoplasicos sdo atualmente utilizados de forma combinada atuando em processos metabolicos
diferentes e aumentando a probabilidade de erradicacdo das células cancerosas, além de
apresentarem menor toxicidade, ja que sdo utilizados em uma dosagem menor quando
comparados ao seu uso separadamente.

O mecanismo de morte celular desencadeado pela droga, provavelmente esta relacionado
a formacédo de radicais livres, dano mitocondrial e incapacidade de manutencdo do equilibrio
osmotico celular. Espera-se com os resultados obtidos, poder contribuir nas pesquisas destinadas
a busca de um tratamento eficiente e que produza menores efeitos colaterais, relacionados ao

tratamento “curativo’ do cancer.
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5. CONCLUSAO

A 2-N-glicina-1,4-naftoquinona nédo influenciou no indice de massa corporal nos
camundongos.

Do ponto de vista hematoldgico notou-se alteracdo do hematdcrito, entretanto, sem
relevancia clinica.
efeito de maneira dose dependente. Entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu quanto ao seu efeito toxico,
principalmente em érgdos como figado, rins e coragdo. Sendo a melhor inibicdo tumoral média
obtida com a dosagem de 40ug/Kg, alem de um menor efeito toxico sob 6rgaos vitais.

Levando-se em consideracdo a massa tumoral final a melhor taxa de inibicdo foi obtida
com a dose de 100pg/Kg da 2-N-glicina-1,4-naftoquinona, porém com o aumento da dose,

intensificaram-se as lesoes téxicas.
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ANEXOS

Figura 4: Camundongos submetidos a implante de carcinoma de Erlich aos 45 dias de idade.

Figura 4A: Implante das células do carcinosarcoma na regido axilar.
Figura 4B: Medicdes do comprimento e diametro tumoral, através de paquimetro.
Figura 4C: Crescimento neoplasico tomando todo o térax do camundongo.

Figura 4D: Aspecto macroscdpico do tumor apds disseccao do tecido subcutaneo.
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Tabela 1: Atividade Farmacoldgica sobre os pardmetros comportamentais observados no ensaio de toxicidade
aguda em camundongos machos Swiss tratados com 2-N-glicina-1,4naftoquinona na concentracdo de 120,
240, 1000 e 4000ug//Kg aos 60 dias de idade.

Quantificacdo dos efeitos
Atividade Farmacoldgica (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito
intenso
1. SNC Dosagens Ate_ 30 60 min 24 horas 48 horas 72 horas
(ng/Kg) min
a) Estimulante
120 + + + + +
Agitacdo/ 240 + + + + +
Agressividade 1000 ++ ++ ++ ++ ++
4000 ++ ++ ++ ++ ++
120 + + 0 0 0
Andar em 240 + 0 0 0 0
Circulo 1000 ++ 0 0 0 0
4000 + 0 0 0 0
. 120 ++ ++ + + +
Mowm_en_to_de 240 ++ ++ + + +
Esteriotipia 1000 T T " " "
4000 + + + + +
120 ++ ++ ++ ++ +
Movimento de 240 ++ ++ ++ ++ +
Vibrissas 1000 ++ ++ ++ ++ +
4000 ++ ++ ++ ++ +
120 + 0 0 0 0
. 240 + 0 0 0 0
Exoftalmia 1000 " 0 0 0 0
4000 ++ + 0 0 0
120 ++ ++ + + +
Postura em 240 ++ ++ + + +
garra 1000 ++ ++ ++ ++ +
4000 ++ ++ ++ ++ +
120 + + + + +
Salto 240 + + + + +
1000 ++ + ++ + +
4000 + + + + +
b) Depressores
120 ++ + 0 0 0
Ambulacéo das 240 ++ + 0 0 0
patas do trem 1000 0 0 0 0 0
posterior 4000 0 0 0 0 0
120 ++ + 0 0 0
Analgesia 240 ++ + 0 0 0
1000 + + 0 0 0
4000 + 0 0 0 0
2. SNA
Excrecéo Fecal 120 + + + + +
240 ++ ++ ++ ++ ++
1000 ++ + + + +
4000 + + + + +
120 ++ + + + +
Miccéo 240 ++ + + + +
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1000 + + + + +

4000 + + + + +

Edema de 120 ++ ++ ++ ++ ++
focinho 240 ++ ++ ++ ++ ++
1000 ++ ++ ++ ++ ++

4000 ++ ++ ++ ++ ++

Petéquias na 120 ++ ++ ++ ++ ++
cauda 240 ++ ++ ++ ++ ++
1000 ++ ++ ++ ++ ++

4000 ++ ++ ++ ++ ++

120 0 0 0 0 0

3. Mortes 240 0 0 0 0 0
1000 0 0 0 0 0

4000 0 0 0 0 0




47

5 4 [ e r °
E 4 4 [ ]
5
=]
=
g 3 .
]
g
S 2
o
L2
<
E 14 = »
=4
©
<t}
=0 T T )
=z
20 40 \/&) 80
-1 4

2 4
Tempo de ocorréncia da resposta (min.)

P olindmio (Mov circular)
Polinédmio (comportamento exploratério)

Polindmio (Agitacéo)
Polinémio (Mov. de vibricag

N. de animais que responderam

0 T T T d
0 20 40 60 80

Tempo de ocorréncia das respostas (min.)

@  Edema de focinho
Polindmio (Postura em garra) =— = =Polindmio (Petéquias na cauda

Polindmio (Postura de ataque)

N. de animais que responderan

20 40 60 80

Tempo de ocorréncia das respostas (min.)

Polindmio (Prostracéo)

Polinédmio (comportamento exploratério)
Polindmio (Fotofobia)

------- Polinédmio (Agrupamento)

Figura 5: AlteragBes de comportamento no nimero de
camundongos em decorréncia do tempo em minutos
sobre a andlise do comportamento espontdneo em
animais tratados com o derivado 2-N-glicina-
1,4naftoquinona na concentragio de 120 pg/Kg.

Figura 6: Alteragcbes de comportamento no nimero de
camundongos em decorréncia do tempo em minutos
sobre a anédlise do comportamento espontdneo em
animais tratados com o derivado 2-N-glicina-
1,4naftoquinona na concentracdo de 120 pg/Kg.

Figura 7: Alteracdes de comportamento no nimero de
camundongos em decorréncia do tempo em minutos sobre
a analise do comportamento espontaneo em animais
tratados com o derivado 2-N-glicina-1,4naftoquinona na
concentracdo de 120 ng/Kg.
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Figura 8: Alteragdes de comportamento no nimero de
camundongos em decorréncia do tempo em minutos sobre
a andlise do comportamento espontaneo em animais
tratados com o derivado 2-N-glicina-1,4naftoquinona na
concentracéo de 240 ng/Kg.

Figura 9: Alteragbes de comportamento no nimero de

camundongos em decorréncia do tempo em minutos sobre
a analise do comportamento espontdneo em animais
tratados com o derivado 2-N-glicina-1,4naftoquinona na

concentracédo de 1000 pg/Kg.

Figura 10: Alteracdes de comportamento no nimero de
camundongos em decorréncia do tempo em minutos sobre
a andlise do comportamento espontaneo em animais
tratados com o derivado 2-N-glicina-1,4naftoquinona na
concentracéo de 4000 pg/Kg.
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Figura 11 Analise do comportamento de agitacdo em
decorréncia do tempo em minutos sobre a anélise do
comportamento espontdneo nos camundongos tratados
com o derivado 2-N-glicina-1,4naftoquinona nas quatro
dosagens testes.
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Figura 14: Andlise do coeficiente angular do
comportamento de movimento circular dos camundongos
em decorréncia das concentragdes testadas do derivado 2-
N-glicina-1,4naftoquinona.
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Figura 12: Andlise do comportamento de movimento  Figura 13: Analise do coeficiente angular do

circular dos camundongos em decorréncia do tempo em
minutos sobre a analise do comportamento espontaneo
em animais tratados com o derivado 2-N-glicina-
1,4naftoquinona nas quatro dosagens testes.

comportamento de agitacgdo dos camundongos em
decorréncia das concentragdes testadas do derivado 2-N-
glicina-1,4naftoquinona.
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Figura 15: Fotomicrografias de 6rgéos vitais de camundongos Swiss tratados com a dosagem 120pg/Kg da
droga 2-N-glicina-1,4naftoquinona.

Figura 15A — Detalhe do parénquima hepatico. Notar congestdo da veia centrolobular (estrela); necrose de
coagulacdo dos hepatocitos periportal (seta amarela) e vacuolizagdo citoplasmatica (seta vermelha). Aumento
200X.

Figura 15B — Detalhe hepatocito com diferentes estagios de picnose nuclear (seta amarela), hepatdcitos

binucleados (seta preta). Aumento 200X.
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Figura 15C — Detalhe do miocardio em corte longitudinal com perda de estriacdo transversal, necrose de
coagulacgdo (seta amarela) e eosinofilia celular. Aumento 200X.

Figura 15D — Detalhe dos tGbulos contorcidos renais com cilindros protéicos no limen (seta amarela). Notar
intensa congestdo (estrela), tumefagdo turva com aumento do volume celular (seta preta). Aumento 200X.

Figura 15E— Detalhe do parénquima renal, onde se pode visibilizar a congestdo (estrela preta), atrofia de
glomérulo (estrela amarela) e espessamento da capsula de Bowman (seta preta). Aumento 200X.

Figura 15F — Detalhe do parénquima renal, onde se podem notar a congestéo (estrela), picnose de célula tubular

(seta preta) e tumefacdo turva (seta vermelha). Aumento 200X.
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Figura 16: Fotomicrografias de orgéos vitais de camundongos Swiss tratados com a dosagem 240pg/Kg da
droga 2-N-glicina-1,4naftoquinona.

Figura 16A — Parénquima hepético de camundongos. Observar a intensa congestdo difusa (estrela amarela) e
necrose de coagulacdo periportal (estrela preta). Aumento 50X.

Figura 16B — Detalhe do parénquima hepatico congesto (estrela), com macroesteatose (seta larga). Aumento
200X.

Figura 16C — Detalhe da area necrética, do figado onde podem ser visibilizadas células com nicleo picnotico
(seta amarela), célula sem ndcleo (seta fina) e vactolos citoplasmaticos. Aumento 200X.
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Figura 16D — Detalhe da hiperplasia do centro germinativo do nédulo linféide, onde podem ser observadas

algumas figuras de mitose (seta). Aumento 200X.
Figura 16E — Detalhe da glomerulonefrite proliferativa (estrela preta), necrose de células da parede tubular (seta

amarela) e congestdo renal (seta preta). Aumento 200X.
Figura 16F — Detalhe do miocardio. Observar célula mais eosinofilica com necrose de coagulacdo (seta

amarela), com perda da estriacdo transversal. Aumento 200X.



Figura 17: Fotomicrografias de érgaos vitais de camundongos Swiss tratados com a dosagem 1000pg/Kg da

droga 2-N-glicina-1,4naftoquinona.

Figura 17A — Parénquima hepatico de animais tratados. Notar congestdo dos capilares sinusoides e necrose de
coagulacdo periportal (estrela amarela). Aumento 50X.

Figura 17B — Detalhe da necrose celular no figado (seta preta), notar a vacuolizagdo citoplasmatica. Aumento
200X.

Figura 17C — Parénquima esplénico com congestdo de polpa vermelha (estrela preta) e hiperplasia de polpa branca
(estrela amarela). Aumento 50X .
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.Figura 17D — Detalhe do nddulo linféide do bago. Observar a presenca de células em divisdo celular (seta preta).
Aumento 200X.

Figura 17E — Detalhe do miocardio em corte longitudinal com perda de estriagdo transversal, necrose de
coagulacdo (seta preta) e eosinofilia celular. Aumento 200X.

Figura 17F — Detalhe do parénquima renal, onde se podem notar a congestdo, degeneracgao hidropica (seta preta) e
glomerulonefrite proliferativa (estrela). Aumento 200X.



Figura 18: Fotomicrografias de oOrgdos vitais de camundongos Swiss tratados com a dosagem

4000pg/Kg da droga 2-N-glicina-1,4naftoquinona.

Figura 18A — Detalhe do parénquima hepético com diferentes graus de necrose celular e macroesteatose
(seta) e microesteatose, congestdo dos capilares sinusoides. Aumento 200X.

Figura 18B — Detalhe da polpa branca do bago. Notar a ativacdo do centro germinativo com figuras de
mitose (seta amarela); apoptose celular (seta preta). Aumento 200X.

Figura 18C — Parénquima esplénico, onde pode ser vista a hiperplasia e fusdo dos nddulos linfdides
(estrela), intensa congestdo do 6rgdo. Aumento 50X.



Figura 18D — Detalhe do miocéardio em corte longitudinal. Visibilizar o cardiomidcito com perda de
estriacdo transversal e necrose de coagulacdo (seta preta). Aumento 200X.

Figura 18E — Detalhe dos tubulos contorcidos renais com deposicédo de proteina em seu limen (seta preta).
Notar intensa congestdo do érgao e tumefagdo turva com aumento do volume celular (seta vermelha).
Aumento 200X.

Figura 18F — Detalhe do parénquima renal, onde se pode visibilizar degeneragdo hidrépica doe tubulos
renais (estrela), congestdo renal, glomérulo atrofiado e com espessamento da cépsula de Bowman (seta
preta). Aumento 200X.

56



57

Tabela 2: Médias e desvios padrdo do peso (g) corporal de camundongos, tratados com diferentes doses de 2-N- glicina-1,4-
naftoquinona durante 8 dias, apés implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.

Dias Controle 40 pg//Kg 60 pg/Kg 80 pg/Kg 100 pg//Kg P
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
1 42,58+2,11 40,58+3,83 41,73+4,15 41,76+1,99 40,75+4,83 0,8734
2 45,0515,62 40,85+4,15 42,5+4,71 42,3312,24 41,25+4,64 0,6418
3 42,85+1,87 40,66+3,65 42,86+4,78 42,4142,17 41,05+4,23 0,7226
4 43,66+2,37 40,88+3,45 44,00+4,96 42,58+1,64 41,83+4,42 0,5538
5 43,95+1,34 41,08+2,87 43,60+4,37 42,6142 47 41,75+3,91 0,4980
6 43,45+1,68 40,93+2,93 43,93+4,12 42,31+1,97 42,00+3,69 0,4639
7 43,63+1,68 41,78+3,12 44,93+3,62 42,21+1,84 42,33+3,59 0,3398
8 44,65+1,47 42,96+3,63 46,30+3,81 42,93+1,81 43,06+3,12 0,2232

—e— controle
47,00 T _._4omg
46,00 - 60mg
—e— 80
45,00 A mg
—x— 100mg
44,00 - g
—~ 43,00 - //
RS
8 42,00 -
o
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40,00 -
39,00 4
38,00 4
37,00 T T T T T T T 1
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Figura 19 — Desenvolvimento ponderal do peso (g) corporal de camundongos, tratados com diferentes doses de
2-N-glicina-1,4-naftoquinona durante 8 dias, apds implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.
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Tabela 3: Médias e desvios padrdo da evolugdo, ao longo do periodo experimental, da massa tumoral (mg) de
camundongos, tratados com diferentes doses de 2-N-glicina-1,4-naftoquinona durante 8 dias, apds implante subcutaneo
de carcinoma de Ehrlich.

Dias Controle 40 ug/Kg 60 ug/Kg 80 ug/Kg 100 ug/Kg p
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
1 7,8446,35 1,01+2,35 4,3545,39 7,1247,3 7,94+4,95 0.0289
2 14,00+8,62a 1,03+2,34b 14,21+18,10ab 15,63+11,97a 13,18+11,38ab  0.0193
3 182,05+162,6a 16,60+36,40b 117,98+141,1ab 51,37+42,07ab 45,30£33,72ab  0.0237
4 181,15+159,1a 9,16+18,40b 196,52+164A 99,87+74,16ab 86,51+47,46ab  0.0055
5 724,76+1087a 37,63+84,07b 458,04+521,8ab 189,64+84,65ab 160,23+90,81ab  0.0205
6 811,89+1172a 26,42+49,66b 759,52+524,0A 300,93+163,4ab 240,75+232,8ab  0.0038
7 1577,6+2382a 59,24+103,2b 912,67+565,5a 685,0+400,1ab 617,52+405,4ab  0.0096
8 11454+929,8 112547514 1718,3+1174 995+382,9 741,66+424,1 0.7001

Letras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica entre grupos. (p<0,05)
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Figura 20 - Representacdo gréfica da variacdo da evolugdo, ao longo do periodo experimental,
da massa tumoral (mg) de camundongos, tratados com diferentes doses de 2-N-glicina-1,4-

naftoquinona durante 8 dias, apds implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.
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Tabela 4: Médias e desvios padrdo do peso (g) de 6rgdos de camundongos, tratados com diferentes doses de 2-N-glicina-1,4-
naftoquinona durante 8 dias, apés implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.

ORGAOS Controle 40 ug/Kg 60 ug/Kg 80 ug/Kg 100 ug/Kg P
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Figado 2,40+0,15 2,29+0,25 2,35+0,20 2,15+0,10 2,16+0,15 0,0946
Baco 0,31+0,07ab 0,331+0,03ab 0,34+0,01a 0,275+0,04ab 0,25+0,05b 0,0081
Rim 0,25+0,02 0,27+0,04 0,24+0,02 0,24+0,03 0,23+0,03 0,4910
Pulméao 0,21+0,02 0,19+0,02 0,27£0,15 0,20£0,01 0,22+0,03 0,3966
Coragéo 0,26+0,04 0,23+0,03 0,24+0,03 0,24+0,02 0,25+0,05 0,7397
Tumor 1,14+0,92 1,1240,75 1,71+1,17 0,99+0,38 0,74+0,42 0,7001
(8°dia)
2,50 B controle
W 40ug
0O 60ug
2,00 1 B 80ug
@ 100ug
1,501
G
(o]
b
[a
1,00 A
0,50 -
0,00 -
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Figura 21 — Variacdo do peso (g) de érgdos de camundongos, tratados com diferentes doses de
2-N-glicina-1,4-naftoquinona durante 8 dias, ap6s implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.
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Tabela 5: Valores hematolégicos de camundongos, tratados com diferentes doses de 2-N-glicina-1,4-naftoquinona durante 8 dias,
apos implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.

Parametros Controle 40 mg Kg 60 mg/kg 80 mg/kg 100 mg/kg P
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Hematécrito 44,2 +2,16a 37,83+ 2,92ab 31,60 + 8,53b 40,60 + 2,88ab 38,83+ 7,25ab  0,0409
Leucdcitos 9500 + 2000 11833,3+4996,7 15200+ 5794,4 13000+ 4513,9 12008,3 £4591,1  0,5729
Eosindfilos 16+1,14 1,16 £ 0,75 14+114 1,4+ 0,54 1,0 0,89 0,8513
Basdfilos 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,16 +0,40 0,4779
Bastonetes 0,4+ 0,89 0,66 £1,03 1,8+1,48 1,4+2,19 1,0+1,26 0,4821
Segmentados 38,6+ 8,26 41,66 + 9,81 46,0 + 10,12 40,0 + 17,04 38,33+7,89 0,7476
Linfécitos 57,0+ 7,96 55,5+ 11,64 49,4 +12,74 55,4 + 20,33 58,33 + 8,80 0,8261
Mondcitos 2,4+ 181 1,0£1,095 14+114 16+1,34 1,33+1,50 0,6674
Plaguetas 220000+ 27386 216666,6 £ 25820 220000 + 57009 200000 + 70711 250000 + 77460 0,8295







Figura 22 - Fotomicrografias de tumor e érgéos vitais de camundongos Swiss dos grupos controle

e tratados com a 2-N-glicina-1,4naftoquinona nas dosagens de 40, 60, 80 e 100pg/Kg, durante 8
dias.

Figura 22A - Parénquima hepatico, onde se pode observar microesteatose difusa e infiltrado
mononuclear linfocitario (seta vermelha). Aumento de 100X.

Figura 22B - Detalhe do parénquima hepatico. Visualizar células de Kupffer (seta vermelha), focos de
metastase (seta preta) entre os hepatdcitos. Aumento de 200X.

Figuras 22 C e D - Detalhe do tecido tumoral. Neste é possivel visibilizar areas de intensa atividade
(estrela vermelha) e areas de necrose (estrela amarela). Notar na area de tumor ativo, algumas células
mitdticas (setas pretas). Aumento de 100X e 200X respectivamente.

Figuras 22 E e F - Parénquima cardiaco. Notar discreto infiltrado mononuclear linfocitério entre as
fibras do miocardio (seta preta) e degeneracéo hidropica dos cardiomidcitos (seta vermelha). Aumento
de 100X e 200X respectivamente.

Figuras 22 G e H - Parénquima pulmonar, o qual pode se observar: enfisema pulmonar (estrela
vermelha), pneumonia intersticial cronica (estrela amarela) e ativacdo de pneumdcitos do tipo Il (seta
preta). Aumento de 100X e 200X respectivamente.

Figuras 22 | e J - Detalhe do parénquima renal. Neste é possivel visibilizar atrofia de glomérulo (seta
preta), glomerulonefrite proliferativa (estrela verde), presenca de cilindros protéicos no limen dos
tbulos contorcidos (seta vermelha) e tdbulos renais com degeneracdo hidrdpica (estrela amarela).
Aumento de 100X.
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Tabela 6: Taxa de inibicdo tumoral diaria (%) ao longo do periodo de tratamento, média e desvio padrdo da
inibicdo tumoral em camundongos, tratados com diferentes doses de 2-N-glicina-1,4-naftoquinona durante 8
dias, apds implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.

p=0,0245. Letras diferentes na mesma linha indicam significancia estatistica entre grupos.

Dias InibicdoC/40 Inibicdo C/60 Inibicdo C/80 Inibicdo C/100

2 96,25 43,65 3,34 27,02

3 94,21 72,94 88,43 87,03

4 96,69 3,44 60,16 32,11

5 95,47 56,84 88,43 79,47

6 98,28 24,37 78,86 43,77

7 98,19 70,26 75,36 65,19

8 1,75 -50,07 1,75 35,23
Media+ DP 82,98+35,85 a 31,63+43,78 b 56,62+38,15 ab 52,83+24,2 ab

y =0,0253x° - 1,1814x° + 17,491x" - 115,94x° + 373,9x* - 567,91x + 374,28
R?=0,781
120 q i
y =0,2733x° - 7,8721x° + 89,103x" - 501,28x° + 1449,5x - 1964,6x + 956,99 |y =0,1078x° - 3,0352x° + 33,002x" - 172,67x" + 434,63x" - 431,33 + 100,33
R?=0,912 R?=0,7938
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Figura 23: Curvas polinomiais da taxa de inibi¢do tumoral diaria ao longo do periodo de tratamento
em camundongos, tratados com diferentes doses de 2-N-glicina-1,4-naftoquinona durante 8 dias,
apos implante subcutaneo de carcinoma de Ehrlich.



