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RESUMO

CALIAN, Azevedo Odilon, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, 2013. Efeitos da
doxorrubicina e tamoxifeno em camundongos Balb/c machos inoculados com
tumor ascitico de Ehrlich. Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viloria.

Alguns medicamentos, como o cloridrato de doxorrubicina, atuam dentre
outros mecanismos, desencadeando as vias da apoptose, que atingem né&o sé o
tumor, mas também as células normais do organismo. Por isso, o estudo dos efeitos
colaterais dos quimioterapicos, buscando um tratamento menos agressivo para o
paciente oncoldgico, justifica a realizacdo deste trabalho. O objetivo foi verificar
possiveis efeitos hematoldgicos e gastrointestinais das drogas doxorrubicina e
tamoxifeno quando utilizadas em terapia ou em conjunto, em camundongos machos
portadores ou nao do tumor ascitico de Ehrlich, com e sem terapia hormonal com
cipionato de estradiol. Foram utilizados 40 camundongos Balb/C machos, divididos
em grupos de 5 animais cada, totalizando-se 8 grupos. Ao final de 21 dias, foi
coletado sangue para a realizacdo de hemograma, avaliando-se parametros como
contagem de hemécias e hematdcrito, dosagem de hemoglobina, contagem de
leucdcitos totais e contagem de plaquetas e amostras do estdbmago e intestino dos
animais tratados com cloridrato de doxorrubicina, foram coletadas para analise
histopatoldgica, avaliando-se quando presente, o0 grau das lesfes no epitélio e 0
grau de necrose e apoptose das glandulas. A avaliagcdo do numero de hemacias e
do valor do hematdcrito apresentou diminui¢cao significativa (p<0,05) nos grupos | e
VIII quando comparado aos demais grupos. A dosagem de hemoglobina demonstrou
diminuicdo significativa no grupo | em relagéo aos grupos Il, Ill, IV e V. A contagem
do numero de leucécitos demonstrou aumento significativo (p<0,05) quando se
compararam 0s grupos | e VI com os demais grupos. As principais alteracoes
histopatoldgicas evidenciadas no estomago e intestino delgado foram necrose e
apoptose de glandulas e perda de epitélio de revestimento, sendo que o grupo VII

demonstrou leve diminui¢do no grau das lesées em relacao ao grupo V.



ABSTRACT

CALIAN, Azevedo Odilon M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, 2013. Effects of
doxorubicin and tamoxifen in Balb/c male mice inoculated with Ehrlich ascites
tumor. Advisor: Marlene Isabel Vargas Viloria.

Some drugs, such as doxorubicin, among other mechanisms act by triggering
apoptosis, which not only affects the tumor but also normal cells in the body.
Therefore, the study of the side effects of chemotherapy, seeking a less aggressive
treatment for cancer patients, justifies this work. The objective was to investigate the
hematological and gastrointestinal effects of doxorubicin and tamoxifen when used
alone or in combination in male mice with or without the Ehrlich ascites tumor, with or
without hormone therapy with estradiol cypionate. A total of 40 Balb / C male mice
were divided into groups of 5 animals each, making 8 groups. At the end of 21 days,
blood samples were collected for CBC (Complete Blood Count), aiming at evaluating
parameters such as RBC count and hematocrit, hemoglobin, white blood cells count
and platelets count. Samples of the stomach and intestines of the animals treated
with hydrochloride doxorubicin, were also collected for histopathologic analysis,
evaluating when present, the degree of damage to the epithelium and the degree of
necrosis and apoptosis glands. The evaluation of the number of erythrocytes and the
hematocrit value was significantly decreased (p <0.05) in groups | and VIII when
compared to the other groups. Hemoglobin showed a significant decrease in group |
in relation to groups I, Ill, IV and V. Counting the number of leukocytes showed a
significant increase (p <0.05) when comparing groups | and VI with the other groups.
The main histopathological changes evidenced in the stomach and small intestine
were necrosis and apoptosis and loss of glands lining epithelium, and the group VII

showed a slight decrease in the degree of lesions in group V.



1. INTRODUCAO

O céancer é uma doenca de alta incidéncia e aproximadamente uma em cada
cinco pessoas, em todo o mundo, podera ser acometida pela mesma. Na medicina
veterinaria, o diagnostico de processos neoplésicos tem aumentado, com isso, 0
tratamento das neoplasias tém importancia fundamental, tanto na medicina humana
gquanto na veterinaria. Assim, inlUmeras pesquisas sobre novos tratamentos e
também acerca do comportamento e desenvolvimento do cancer vem sendo
desenvolvidas. A evolugdo tumoral vem sendo estudada desde 1906 com Paul
Ehrlich, e para desenvolver esses estudos, muitos modelos experimentais tém
surgido como ferramentas fundamentais.

A descoberta da transplantabilidade dos tumores foi de vital importancia para a
elucidacdo dos mecanismos pelos quais as neoplasias se instalam e se
desenvolvem no organismo. Este processo permite; também, avaliar varios
tratamentos quimioterapicos e analisar os mecanismos de escape imunoldgico do
hospedeiro as neoplasias.

O tumor ascitico de Ehrlich (TAE) considerado como um adenocarcinoma de
mama murino, € um modelo de tumor transplantavel que se desenvolve na forma
ascitica, quando células deste tumor sdo inoculadas intraperitonealmente em
camundongos. Por outro lado, se estas mesmas células forem inoculadas por via
subcutanea, uma massa solida tumoral se desenvolve.

Os agentes quimioterapicos séo utilizados para o tratamento de neoplasias e
suas metastases, bem como para aliviar as sindromes paraneoplasicas. Alguns
destes medicamentos, como o cloridrato de doxorrubicina, atuam dentre outros
mecanismos, desencadeando as vias da apoptose, que atingem ndo s6 o tumor,
mas também as células normais do organismo. Por isso, o estudo dos efeitos
colaterais dos quimioterapicos, buscando um tratamento menos agressivo para o
paciente oncoldgico, justifica a realizacdo deste trabalho, que utilizou como modelo
experimental, camundongos machos onde a administracédo de cipionato de estradiol
leva a diminuicdo da producdo de testosterona, contribuindo assim para o melhor
controle no estudo da influéncia do cipionato de estradiol no crescimento do TAE e

seus efeitos hematoldgicos e gastrointestinais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer, conceito e caracterizacao

A palavra cancer tem origem do latim céancer, que significa caranguejo,
designacao dada a doenca pela semelhanca que existe entre as veias intumescidas
ao redor do tumor, e as patas do caranguejo. Do grego karkinos, o termo é
empregado para as Ulceras neoplasicas nao cicatrizantes; e karkindma, para
tumores malignos solidos. Nesta perspectiva, o cancer esta associado a sensacgao
consciente ou inconsciente de ser consumido por dentro, reforcando a dimenséo de
doenca incuravel, entre outros significados (PASCOAL et al., 2010).

O cancer é definido como enfermidade multicausal crénica, com crescimento
desordenado de células, que comumente invadem tecidos e 6rgéos, podendo se
espalhar para outras regides do corpo em forma de metastases (INCA, 2004). Sua
prevencao tem tomado uma dimensdo importante no campo da ciéncia, uma vez
gue foi apontada como a primeira causa de mortalidade no mundo (DOLL e PETO,
1981; WORD, 1997).

O aparecimento do cancer ocorre quando alteracfes genéticas interferem nos
mecanismos normais de controle celular, podendo ser hereditario ou adquirido e, por
isso, ser um processo de multiplos estadios, ao nivel de genotipos e fendtipos,
envolvendo alteracdes cumulativas (BUNZ, 2001; ADAM et al., 2003).

O cancer nas ultimas décadas ganhou maior dimenséo, passando a ser um
problema de saude publica mundial. A estimativa da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para o ano de 2030 é de 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17
milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas portadoras da doenca. No
Brasil, o Intituto Nacional de Cancer estimou um total de 257.870 casos novos para
0 sexo masculino e 260.640 para o sexo feminino (INCA, 2012).

Na medicina veterinaria ndo existem estimativas para as doencas neoplasicas,
acreditando-se que em animais domeésticos, como cées e gatos, a mortalidade por
cancer tem sido crescente em funcdo do aumento de suas expectativas de vida
(CHALITA, 2002; LAVALLE et al., 2003).



2.2 Cancer de mama

O cancer da mama € a neoplasia maligna mais comum entre as mulheres dos
paises desenvolvidos, representando aproximadamente 20% de todos os tumores
malignos. Ele é descrito como o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e
o primeiro entre as mulheres e, segundo estimativa do Instituto Nacional de Cancer,
0 numero de novos casos esperados para o Brasil em 2012 é de 52.680, com
projecdo de 52 casos para cada 100 mil mulheres (INCA, 2012). Embora a
investigagdo esteja cada vez mais desenvolvida, esta enfermidade continua a ter
taxas de mortalidade elevadas em todo o mundo (GROSCLAUDE et al., 2007). De
acordo com a literatura oncolégica, o cancer de mama em mulheres antes dos 35
anos de idade é relativamente raro, acima dessa faixa etaria sua incidéncia €
crescente, rapida e progressiva. (INCA, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), foi registrado um aumento
de 10 vezes do cancer de mama feminino nas décadas de 60 e 70 nas taxas de
incidéncia ajustadas por idade nos Registros de Cancer de Base Populacional de
diversos continentes. No Brasil, € a primeira causa de morte por cancer na
populacdo feminina, principalmente na faixa etaria entre 40 e 69 anos e, em paises
do Ocidente, entre todas as causas de 0bito, o cancer de mama feminino € o mais
comum em mulheres abaixo da idade de 50 anos (SILVA, 2008).

O diagnodstico e o tratamento dos diferentes tipos de cancer, em todas as
idades, sofreram expressivos avanc¢os nos ultimos 20 anos, possibilitando maior
tempo de sobrevida aos pacientes, principalmente nas mulheres com céancer de
mama. Métodos de imagem modernos e de biologia celular, bem como analises
bioquimicas tém permitido diagnésticos mais apurados, acompanhamento adequado
e avaliacdo do prognéstico dos pacientes. Além disso, Silva (2008) também destaca
a importancia do constante surgimento de medicamentos quimioterdpicos mais

eficazes e o emprego do esquema combinado de drogas.

2.2.1 Carcinogénese estrogénica no cancer de mama

Segundo Van Der Hage et al. (2001), desde os primeiros relatos sobre cancer

de mama, hd um aumento bastante consistente do risco associado a niveis séricos
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elevados de estrogénio enddgeno, teoria que foi consolidada definitivamente por
Yager e Davidson, (2006) ao mostrar que, em animais experimentais, o tratamento
com estrogénio leva ao desenvolvimento de tumores mamarios, renais, hepaticos e
uterinos. Quando em conjunto, estas observacfes confirmam a hip6tese de que o
estrogénio é um carcindgeno para a glandula maméaria. Os mecanismos pelos quais
os estrogenos contribuem em cada fase do processo carcinogénico (iniciacao,
promocao e progressao) sao complexos.

Segundo 0s mesmos autores, as evidéncias sugerem a participacdo de
metabdlitos estrogénicos genotdxicos, de sinalizacdo gendmica e ndo gendmica,
mediada por receptores de estrogénio, que afetam a proliferacdo celular e a
apoptose no tecido maméario. A amplitude com que essas duas vias contribuem para
a carcinogénese estrogénica e os caminhos pelos quais polimorfismos genéticos e
fatores ambientais modificam os efeitos destas vias ainda requerem analises mais
aprofundadas.

Mesmo assim, o conhecimento sobre o papel central do estrogénio no cancer
de mama ja leva ao desenvolvimento de acdes preventivas e terapéuticas, as quais
bloqueiam a funcdo de receptores hormonais ou reduzem drasticamente 0s niveis
de estrogénio enddgeno através da inibicdo de sua sintese (YAGER e DAVIDSON,
2006).

2.2.2 Receptores hormonais em cancer de mama

Os receptores hormonais sdo proteinas nucleares encontradas nas células do
epitélio mamario que controlam a mediacdo dos efeitos do estrogénio e da
progesterona neste epitélio. A sua positividade esta associada a um menor risco de
recidiva e aumento da sobrevivéncia (MANN et al., 2005).

Os receptores mais estudados no carcinoma da mama séo os de estrogénio e
os de progesterona. Como sucede com outros horménios esteroides, o estrogénio e
a progesterona penetram na célula onde se combinam com os seus ligantes e
induzem a transcricdo do ADN no nucleo (EISENBERG e KOIFMAN, 2001).

Chang et al. (1999) definiram o papel da imunoexpressdo dos receptores
hormonais como fator prognéstico, menos claro do que o comprometimento

linfonodal e o tamanho do tumor inicial, mas associado a uma maior sobrevida.
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Akhani et al. (2002) observaram um baixo nivel de expressao de receptor de
estrogénio em canceres de mama familiares, particularmente aqueles associados as
mutacdes do gene BRCALl (gene humano que pertence a classe de genes
conhecida como genes supressores de tumor), gene que regula o ciclo celular e
previne a proliferagdo descontrolada.

A positividade na expressdo do receptor de estrogénio esta relacionada a
longos intervalos livres da doenca e maior sobrevida global, mas somente em
pacientes com cancer de mama operavel (TAUCHER et al., 2003). Outro estudo
realizado por Giordano et al. (2003), com 187 pacientes que apresentavam tumores
localmente avancados, encontrou que a nao expressao de receptor de estrogénio e
progesterona estd associada com uma menor sobrevida global, utilizando-se de
analise uni-variada.

Foulkes et al. (2004) ressaltam que o receptor de estrogénio esta inversamente
correlacionado com o grau tumoral. Esta observacdo € comprovada quando se
observam os canceres familiares, pois devido aos tumores associados as mutacdes
de BRCA1 e BRCA2 serem em sua grande maioria de alto grau, eles sdo com maior
frequéncia receptores de estrogénio negativos.

Chakravarthy et al. (2006) em seu estudo demonstraram que n&do ha relacéo
entre o receptor de progesterona e a resposta patoldgica ao tratamento, embora 0s
receptores hormonais se mostrassem cada dia mais relacionados a resposta
sistémica das terapias adjuvantes.

Em analise multivariada, a imunoexpressao dos receptores de estrogénio e
progesterona permanecem fatores progndsticos independentes com um significante
impacto na sobrevida global dos pacientes (VAN DER HAGE et al., 2007).

Mais importante do que prognéstico favoravel, a presenca dos receptores de
estrogénio e progesterona é fator altamente preditivo de resposta ao tratamento
enddcrino, neoadjuvante, adjuvante e paliativo. Esses tratamentos incluem os
Moduladores seletivos do receptor de estrogénio (SERM), tais como o tamoxifeno,
ablacdo ovariana que pode ser quimica ou cirargica, os inibidores da aromatase
como o anastrozol, e os inibidores irreversiveis do receptor de estrogénio, como por
exemplo o fulvestranto, jA que aproximadamente 60% a 75% dos carcinomas
mamarios sdo hormoénio-dependente positivos para receptor de estrogénio e/ou
progesterona (ITO, 2007; HARRIS et al., 2007).
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Doentes com tumores positivos para o0s receptores de progesterona e
estrogénio apresentam um maior intervalo de tempo livre de progressdo e maior
sobrevivéncia, e também, uma maior probabilidade de resposta a terapia hormonal
(EISENBERG, 2004).

Foi descrito que 30% das mulheres em pré-menopausa e 60% em pos-
menopausa com cancer da mama, apresentam valores mensuraveis de receptores
estrogénicos (COTTERCHIO et al.,, 2003). O valor prognéstico dos receptores
hormonais é mais elevado nas mulheres na fase p6s-menopausa.

Doentes que apresentam negatividade para ambos os receptores (estrogénio e
progesterona) mostraram um prognéstico mais grave do que aqueles que
manifestaram negatividade em apenas um dos receptores. Logo, a manifestacao
destes receptores € vantajosa em termos de sobrevivéncia livre de progresséo e de
sobrevivéncia global com taxas que variam entre 10 a 15%, o que beneficia os
doentes com receptores hormonais positivos (ALLRED, 2008).

Santen et al. (2007) afirmaram que os SERM representam 0 maior avango
terapéutico na pratica clinica, demonstrando eficacia no tratamento e prevencéo dos

canceres de mama receptores de estrogénio positivos.

2.3 Tumor ascitico de Ehrlich (TAE) como modelo experimental em camundongos

Paul Ehrlich introduziu o tumor de Ehrlich em 1886 e, em 1906 foi descrito
como um carcinoma mamario de camundongos fémeas. O termo ascite vem do
grego askites, que significa bexiga, barriga ou bolsa (DAGLI, 1989; RI1ZZO, 2000).

Inicialmente, o tumor de Ehrlich foi desenvolvido experimentalmente sob a
forma solida, sendo inoculado em animais da mesma espécie. Somente em 1932,
sugeriram a forma ascitica para este tumor, ou seja, o acumulo de liquido na
cavidade peritoneal (RI1ZZO, 2000). Trés causas dao origem a esta resposta
patolégica: a primeira é devido a um aumento da pressdo venosa que se estende
aos capilares do peritbnio, causando a transudacédo de liquido para o abdome; a
segunda ocorre quando hd o aumento da pressdo (de 5 a 10 mm de Hg) nos
sinusoides hepaticos, resultando em transudacéao pela prépria superficie do figado; a

terceira causa de ascite pode ser atribuida a diminuicdo da presséo coloidosmotica
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do plasma. Em alguns casos, as trés causas podem se manifestar simultaneamente
(HAUSBERGER et al., 2001).

A utilizagcdo de tumores transplantaveis na forma ascitica tem sido um recurso
bastante utilizado por pesquisadores pela facilidade na padronizacdo do niumero de
células a serem inoculadas, pela quantificacdo do crescimento, pela regressdo da
massa tumoral, por permitir o estudo comparativo com 0s mesmos métodos
desenvolvidos para a pesquisa de células na corrente sanguinea e demais fluidos
corporais, e por fim, pelo rapido desenvolvimento da neoplasia que restringe o
tempo de estudo (DAGLI et al., 1989; SAAD-HOSSNE et al., 2004; SILVA et al.,
2006).

A literatura indica que os primeiros relatos de transplante de neoplasias sao de
1773, quando Peyrilhe inoculou material extraido de neoplasias mamarias humanas
sob a pele de cédes. Devido as suas caracteristicas e facilidade de manuseio
experimental, o tumor de Ehrlich comecou a ser largamente usado para a chamada
Oncologia Experimental (DAWE, 1982).

De modo geral, é bastante aplicado em estudos basicos de biologia tumoral, ou
para a investigacdo de novas modalidades terapéuticas, como cirargica,
medicamentosa e radioterapica. Atualmente, ja existem catalogados uma variedade
de tumores experimentais (SAAD-HOSSNE, 2002).

O tumor de Ehrlich se desenvolve com duas variaveis de comportamento, de
conformidade com o local do implante. Quando a inoculacéo de suas células é feita
na cavidade peritoneal, este cresce em suspensao, traduzindo-se na forma ascitica
do referido tumor. Contudo, quando a inoculacdo de células é feita no tecido
subcutéaneo de qualquer localizacdo do tegumento do animal, este cresce sob a
forma sélida. Por essa razdo, é que se justifica a denominacdo, habitualmente
usada, de forma soélida ou ascitica do tumor (GUERRA, 1983).

Histologicamente, o tumor soélido de Ehrlich apresenta extensas areas de
necrose, oriundas da morte das células neoplasicas, a qual é bastante intensa ja na
primeira semana pos-inoculagdo. Intensa atipia e células extremamente anaplasicas
sdo também comumente vistas no tumor. O tumor possui poucas células
inflamatodrias e estroma escasso. Alto indice mitético e de invasividade também
caracterizam essa neoplasia (GABAI et al., 1995; DAGLI, 1989).

Segundo Oliveira et al. (2003), quando observado em microscoépio de luz, é



evidente a presenca de células epiteliais neoplésicas arranjadas concentricamente a
um foco de necrose do tipo coagulativa. Essas células exibem intenso pleomorfismo,
hipercromatismo nuclear e alteracdo da relacdo nucleo-citoplasma. Células
multinucleadas com nucleos também podem ser identificadas e, muitas vezes,
apresentam-se em formas agigantadas, evidenciando ainda mais a intensa atipia
nuclear, com citoplasma bastante amplo. J4& o estroma é escasso, com pouca
vascularizagéo.

Estima-se que 10% de todos os casos de ascite em humanos sédo de origem
neoplasica, sendo em sua maioria provenientes de tumores gastrointestinais ou
ovarianos (SAAD-HOSSNE, 2002).

Varias doencas estdo associadas a ascite, dentre elas a carcinomatose
peritoneal que causa exsudacéo de fluido proteinaceo das células tumorais, fazendo
com que o liquido extracelular entre na cavidade peritoneal para restabelecer o
balan¢co osmotico. Em metastases macicas no figado e no carcinoma hepatocelular,
ocorre hipertensdo portal secundéaria, desencadeando um mecanismo semelhante
ao da cirrose, ocasionando um aumento dos niveis de oxido nitrico, podendo causar
uma vasodilatacdo que simula o decréscimo no volume arterial efetivo e
possivelmente, leva ao aumento do hormoénio retentor de sodio, aldosterona, com
consequente diminuicdo da filtracdo renal. A ascite quilosa, secundaria ao linfoma
maligno, aparece como consequéncia da obstrucao dos linfonodos pelo tumor e pela
ruptura dos vasos linfaticos (HAUSBERGER et al., 2001).

Segundo Dagli (2002), o exame histoquimico de uma gota de liquido ascitico
do tumor de Ehrlichs revela células pleomorficas, com diametros 2 a 3 vezes
superiores ao das hemacias do camundongo, que contém numerosas goticulas de
tamanho variavel com material birrefringente em seu interior. Essas goticulas séo
lipideos, que estdo presentes devido a um processo degenerativo que leva ao
acumulo lipidico no interior da célula ou a uma desregulacdo gendmica que provoca
a intensificacdo da producédo de lipidios pelas células. O tumor ascitico de Ehrlich
pode ser transplantado para qualquer linhagem de camundongo, provavelmente
devido a perda da expressao do MHC. Esta caracteristica exclui o principal papel do
linfocito T citotéxico durante o desenvolvimento do tumor, indicando que talvez a
imunidade celular ndo seja o principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra o
tumor ascitico de Ehrlich (BERGAMI-SANTOS et al., 2004).
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Segundo Gentile (2001), ndo ha ocorréncia de metastases no coragéo, rins,
adrenais, figado ou baco. Além disso, é sabido que as células do tumor de Ehrlich
podem ser inoculadas por via intravenosa, sendo de grande utilidade nos estudos
sobre migracdo de células e desenvolvimento de metastases, visto que na forma
solida ndo h& ocorréncia de crescimento secundario.

Dentre outros modelos, o tumor ascitico de Ehrlich é utilizado para auxiliar na
investigagdo de novas modalidades terapéuticas em biologia tumoral e
principalmente, na fisiopatologia do cancer e das metastases (R1ZZO, 2000; SAAD-
HOSSNE, 2002).

2.4 Quimioterapia

O termo “quimioterapia” foi criado por Ehrlich no inicio do século XX para
descrever o uso de compostos quimicos sintéticos contra agentes infecciosos. Este
termo foi ampliado para incluir os “antibiéticos”, substancias produzidas por alguns
microorganismos que eliminam outros microorganismos ou inibem seu crescimento.
Além disso, abrange o uso de compostos quimicos, tanto os naturais quanto os
sintéticos para inibir o crescimento de células malignas ou cancerosas do corpo
(KATZUNG et al., 1998)

A quimioterapia consiste no emprego de substancias quimicas isoladas ou em
combinacdo com a finalidade de eliminar neoplasias malignas. E uma modalidade de
tratamento sistémico do doente oncolégico, mais recente que a cirurgia e a
radioterapia (RUBENS e COLLEMAN, 1999). Dentre suas indicacbes, a
guimioterapia é utilizada em neoplasias quimiossensiveis, ndo cirurgicos , sistémicas
ou metastaticas (COUTO, 2006). Assim, a aplicacdo de agentes antineoplasicos
pode ter diferentes objetivos terapéuticos. O tratamento curativo tem a pretenséo de
erradicar a doenca, impedindo assim seu reaparecimento, enquanto o paliativo
objetiva aliviar sintomas causados pela neoplasia, visando a melhora da qualidade
de vida do paciente (CHU e De VITAN, 2004; BITTENCOURT et al., 2010).

E comum a associacdo da quimioterapia a outras formas de tratamento, como
por exemplo, cirurgia, radioterapia, hormonioterapia e imunoterapia. Alguns tipos e
formas de tratamento quimioterdpico séo indicados de acordo com o objetivo do

tratamento: curativo, terapia adjuvante e paliativa, terapia neo-adjuvante (CHU e De



VITAN, 2004; BONASSA, 2005; COUTO, 2006).

A terapia adjuvante é indicada apds retirada completa do tumor ou apds
radioterapia curativa, ou ainda na auséncia de metastase detectaveis. A terapia neo-
adjuvante é administrada antes da realizacdo da cirurgia definitiva e tem como
objetivo reduzir a massa tumoral permitindo uma cirurgia de menor porte.
(WOODLOCK e LOUGHNER, 1995; FAIR et al., 1997). Em algumas neoplasias, a
reducdo do tamanho da massa tumoral permite tratamento cirdrgico menos mutilante
e/ou reduz a chance de recorréncia (BITTENCOURT et al., 2010).

Segundo Bittencourt et al. (2010), grande parte dos agentes quimioterapicos
antineoplasicos agem sobre o acido desoxirribonucleéico (DNA), ndo permitindo a
duplicacéo celular. Contudo, € indispensavel a descricdo dos mecanismos de acao
gue fazem referéncia a fase de duplicacdo do DNA no ciclo celular, que por sua vez
pode ser dividido em interfase e mitose; a primeira € composta pelas fases G;
(intercalar), S (sintese do DNA) e G (intercalar), e a segunda corresponde a fase M
(mitose). A fase G; € a fase pré-sintética; S € a fase de sintese celular, cujo objetivo
€ duplicar os componentes celulares, especialmente o DNA; G, é a fase pos-sintese,
intervalo que se segue a sintese do DNA; M é a fase de mitose, na qual a célula se
divide em duas. Essas podem entrar no ciclo em G; ou passar ao estagio Go,
periodo nédo-proliferativo (SILVA, 2006; ALBERTS et al., 2009). Os antineoplasicos
podem atuar em todas as fases do ciclo celular ou em uma especifica, e devem, por
principio, acarretar a morte celular (BITTENCOURT et al., 2010).

2.4.1 Agentes quimioterapicos

Muitos quimioterapicos tém sido amplamente utilizados na pratica da
guimioterapia e podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica e
funcdo, ou de acordo com sua especificidade no ciclo celular (ANELLI, 1996;
BONASSA, 2005).

De acordo com sua estrutura quimica e funcdo, os quimoterapicos séo
classificados em agentes alquilantes, que sdo quimioterapicos capazes de causar
alteracoes nas cadeias do DNA celular, impedindo sua replicagcdo em qualquer fase
do ciclo e em agentes antimetabdlitos, que sdo aqueles que estruturalmente se

assemelham aos metabdlitos naturais, essenciais ao funcionamento celular,
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incorporando-se a célula e transmitindo mensagens erréneas, bloqueando assim a
producdo de enzimas necessarias a sintese de substancias fundamentais ou
interpondo-se as cadeias do DNA e RNA, especificamente na fase "S" da diviséo
celular, quando se d& a sintese do DNA (RI1ZzZ0O, 2000).

Agentes antibiéticos antitumorais sdo agentes resultantes da fermentagédo de
fungos que possuem propriedades citotoxicas, interferindo na sintese de acidos
nucleicos através da intercalacdo, impedindo a duplicacdo e separacao das cadeias
de DNA e RNA nesta fase especifica do ciclo celular. Nitrosuréiais sdo agentes
pertencentes ao grupo de quimioterapicos que tém, provavelmente, acdo similar a
dos agentes alquilantes, sendo lipossollveis e passando assim pela barreira
hematoliquérica. Alguns atuam em fases especificas do ciclo celular, outros néo,
sendo capazes de agredir células tanto em repouso como em processo de divisao
ativa. Agentes alcaloides sédo inibidores mitéticos que atuam especificamente sobre
células em fase de mitose, impedindo a formacdo dos microtubulos, estruturas
responsaveis pela polarizagdo dos cromossomos, indispensavel no processo de
divisdo celular. Agentes diversos, grupo de agentes antineoplasicos com
mecanismos de acdo variados, geralmente desconhecidos, diferentes dos descritos
anteriormente, com caracteristicas e toxicidades diversas entre si. Agentes
hormonais sdo utilizados em terapias do cancer com a finalidade de deter
crescimento tumoral (ANELLI, 1996).

Muitos tumores para crescer e funcionar dependem dos niveis hormonais,
principalmente os tumores de mama, prostata, uUtero e tireoide. A manipulacdo de
hormonios tem a finalidade de inibir o crescimento desses tumores. No entanto, tem
finalidade mais paliativa que curativa (BONASSA, 2005).

A terapéutica hormonal é utilizada de duas maneiras: a primeira delas, por
meio da adicdo de hormonios apds cirurgia ablativa de uma glandula cujo hormdnio
favorece o crescimento do tumor; a segunda consiste na administracdo de agentes
anti-hormonais que inibem a producéo ou efeito de horménios naturais. Os principais
agentes hormonais sdo o0s antiestrogénios, progestagenos, androgénios,
corticosteroides, estrogénios e agentes antiadrenais (BOSTWICK et al., 1994;
COOKSON et al., 1997).

Tendo em vista que alguns agentes quimioterdpicos atuam em fases

especificas do ciclo celular e outros ndo, uma segunda classificacdo destes o0s
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agrupa em ciclo celular especifico e ciclo celular ndo especifico. Os quimioterapicos
que agridem células em determinada fase, sdo os de ciclo celular especifico,
geralmente de sintese ou mitose, sendo eficientes no tratamento de tumores com
grande numero de células em processo de divisao ativa e rapida (ANELLI, 1996;
BONASSA, 2005). Aqueles de ciclo celular ndo-especifico agridem as células
independentemente da fase em que se encontrem, atuando sobre a fracao
proliferativa e ndo-proliferativa do tumor. Assim, ndo é necesséria uma alta taxa de
crescimento tumoral para que a droga seja efetiva. No entanto, é necessario que
haja divisdo celular, pois a atuacdo da droga se da neste processo (GOLDHIRSCH
et al., 2001; BONASSA, 2005).

2.4.1.1 Moduladores seletivos do receptor de estrogénio (SERM)

Os Moduladores Seletivos do Receptor de Estrogénio (SERM) séo substancias
ou antiestrogenos que possibilitam a inibicAio da acdo estrogénica desde a
esteroidogénese até a fase de transcricdo dos genes controlados pela formacéo do
complexo estrogénio-receptor (FOLGUEIRA e BRENTANI, 2003).

Os SERM sédo compostos ndo hormonais que competem com o estrogénio pelo
seu receptor, fazendo ligacdo entre estes, com alta afinidade, o que desencadeia
alteracdoes conformacionais que resultam em efeito agonista, agonista parcial ou
antagonista, de acordo com a localizacdo do SERM no tecido. S&o agonistas do
estrogénio principalmente nos 0ssos; no tecido mamario atuam principalmente como
antagonistas (PARK e JORDAN, 2002).

Segundo Folgueira e Brentani (2003), os diferentes efeitos desencadeados
pela acdo dos SERM nos tecidos podem estar ligados a presenca dos diferentes
receptores de estrogénio (REa e REb) expressos nestes 6rgaos.

De acordo com Diez-Perez (2006) no grupo dos SERM existem mais de
setenta moléculas divididas em cinco grupos quimicos, que sdo os trifeniletilenos,
benzotiofenos, tetrahidronaftilenos, indols e benzopiranos. Levenson e Jordan
(1999) explicam que entre os citados, os farmacos mais comumente usados séo: o
tamoxifeno, o clomifeno e o toremifeno. Sendo eles os mais indicados para o

tratamento e prevencdo de carcinoma mamario.
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2.4.1.1.1 Tamoxifeno

O tamoxifeno (TAM) € um farmaco amplamente utilizado no tratamento do
cancer de mama em pacientes com tumores que possuam a presenca de receptores
de estrogénio (RE) (AHSEN et al., 2009; TEUNISSEN et al., 2009). Seu uso foi
liberado em 1977, e h4 mais de 25 anos é tida como a principal terapia enddcrina
adjuvante para o tratamento dessa neoplasia. Recentemente seu emprego foi
introduzido na prevencao do desenvolvimento do carcinoma mamario em pacientes
saudaveis sob alto risco (DESTA et al., 2004).

A terapia preventiva com o TAM tem aumentado significativamente a sobrevida
das pacientes livres da doenca, representando uma diminuicdo de mortalidade em
aproximadamente 31% e as recorréncias em 50% (DALE et al., 2007; AHSEN et al.,
2009). Estima-se que a vida de meio milh&o de mulheres ja foi salva com o seu uso
(SCHROTH et al., 2009).

2.4.1.1.2 Farmacocinética: mecanismo de acao e metabolismo

O TAM é um agente antiestrogénico néo esteroidal, indicado com frequéncia no
tratamento de cancer de mama que apresentam receptores para estrogeno. E
bastante empregado na terapia adjuvante sistémica que ocorre apés o tratamento
cirargico ou quimioterapico convencional. Também €& empregado como agente
protetor das doencas coronarianas, gracas a sua capacidade de impedir a formacao
das placas de ateroma (MOURIDSEN e PALSHOF, 1978).

Na auséncia do TAM, o estrogénio estimularia o crescimento das células do
tecido mamario maligno através da ligacdo com o sitio receptor de estrogénio e da
interacdo com o DNA da célula, alterando a atividade do gene e promovendo o
crescimento celular. No entanto, apesar da acdo antiestrogénica depender da
orientacdo de sua cadeia lateral (alquilaminoetéxi), o TAM também pode apresentar
atividade estrogénica. Na conformacdo trans possui acdo antiestrogénica, e na
conformacao cis tem atividade estrogénica predominante. Seu efeito também parece
depender do estado do receptor estrogénico, dos niveis de estrogénio circulantes e
do tecido alvo (DALE, 2004).

Em geral, os efeitos colaterais do TAM sao moderados, como alteragbes no
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metabolismo das lipoproteinas. No entanto, varios estudos descreveram pequenas
mudancgas na concentracdo de lipoproteinas plasméticas, sendo que alguns relatos
demonstram que o tamoxifeno € capaz de induz hipertrigliceridemia em portadoras
de cancer de mama (BERTELLI et al., 1988; KUSAMA, et al., 2004). Efeitos
adversos do TAM como nauseas, vOomitos e ondas de calor, estdo relacionados as
acOes antiestrogénicas do farmaco (GRAHAME-SMITH e ARONSON, 2002).

Dentre os efeitos adversos, a maior preocupacdo na administracdo do
tamoxifeno € com relacdo ao seu potencial de causar cancer endometrial, pois ha
evidéncias de que no Utero esse farmaco desenvolve atividade agonista parcial do
estrogénio, estimulando a proliferacdo das células endometriais (WILLIAMS e
STANCEL, 1996).

Os efeitos esporadicos em alguns casos apresentam sintomas que podem ser
diagnosticados com menor frequéncia, como por exemplo, irregularidades
menstruais, sangramento e corrimento vaginais, prurido vulvar e dermatites. O
tamoxifeno também pode provocar a retencdo de liquidos, aumentar a dor de
tumores e, em mulheres com metastase O0ssea pode ocasionalmente causar
hipercalemia (CHABNER et al., 1996; GRAHAME-SMITH e ARONSON, 2002).

A comercializacdo do TAM é feita na forma de comprimidos com dosagens de
10 e 20mg de isébmero trans puro ou como citrato de tamoxifeno. Recomenda-se
uma dose diaria de 20mg em dose Unica ou fracionada, ou seja, dois comprimidos
de 10mg. Apos a administracdo oral, o farmaco apresenta concentracdo sérica
maxima em torno de 4 a 7 horas e tempo de meia-vida de sete dias. Devido a longa
meia-vida dos metabdlitos (14 dias), com uma dose tipica de 20mg de TAM ¢é
alcancado um equilibrio dindmico no periodo de trés a quatro meses. A excrecao
ocorre predominantemente nas fezes, sendo minima a excrecao pela urina (AHSEN
et al.,, 2009). Teunissen et al. (2009) explicam que o TAM é metabolizado
principalmente por enzimas hepaticas do sistema citocromo P450 em muitos
metabolitos primarios e secundarios. Alguns metabdlitos do TAM formados in vivo
sdo mais ativos do que o préprio farmaco; por isso. ele pode ser considerado um
pré-farmaco.

A figura 1 demonstra as principais vias do metabolismo do TAM, onde
encontra-se a via primaria de N-demetilacdo, que produz inicialmente o N-
desmetiltamoxifeno (NDT), catalisada pelas enzimas CYP3A4 e CYP3AS.

14



Posteriormente, o NDT passa por mdultiplas oxida¢gBes a diferentes metabdlitos,
dentre os quais se destaca a hidroxilagéo pela CYP2D6 a endoxifeno (EDF) (KLEIN,
2001). Outra importante via de metabolizagdo do TAM é a 4-hidroxilacdo catalizada
inicialmente pela enzima CYP2D6 e seguida por outras isoenzimas. Esta via forma o
4-hidroxitamoxifeno (HTF), que assim como o EDF possui atividade antiestrogénica
de 30 a 100 vezes mais potente que o TAM. As concentracdes plasmaticas do EDF
sdo aproximadamente 6 vezes maiores do que as concentragcdes do HTF, que
representam cerca de 2 a 5 % das concentragbes de TAM, sendo assim o principal
responsavel pelos efeitos terapéuticos do tamoxifeno (NEWMAN et al., 2008;
TEUNISSEN et al., 2009).
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Figura 1: Principais vias de metabolismo do Tamoxifeno destacando-se a via N-demetilacdo, que
demonstra a catalise pelas enzimas CYP3A4, CYP3A5 e CYP2D6 resultando no endoxifeno, e a via
4-hidroxilacdo, que demonstra a catélise inicial pela enzima CYP2D6 seguida catalises pelas
isoenzimas CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A, resultando no 4-hidroxitamoxifeno. Fonte
(NEWMAN et al., 2008).

2.4.2 Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina € um antibiético do grupo das antraciclinas,
isolado a partir de culturas fungicas de Streptomyces peucetius caesius
(DOROSHOW, 1996; SILVA et al., 2004; WITHROW, 2007) ultilizado em diversos
tipos de cancer como antineoplasico.

Seu uso comecgou clinicamente na década de 1960, e representa uma das
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classes mais empregadas de agentes antineoplasicos, sendo muito utilizada em
oncologia humana e, em menor extensdo, em oncologia veterinaria (DOROSHOW,
1996; STEWART e RATAIN, 1997). As antraciclinas se resumem em aneis com um
glicideo ndo-usual, a daunosamida, unidos por ligacdes glicosidicas (Figura 2). Os
agentes citotéxicos desta classe possuem quinona ou hidroquinona nos anéis
adjacentes, que funcionam como agentes receptores e doadores de elétrons
(CHABNER et al., 2001).
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Figura 2. Estrutura quimica da doxorrubicina (C27H29NO11). Em evidéncia, os anéis de
daunosamida unidos por liga¢c@es glicosidicas (WITHROW, 2007).

A doxorrubicina tem uma extensa atividade antitumoral (WITHROW, 2007).
Dentre as neoplasias mais frequentemente tratadas com este quimioterapico,
podem-se citar os linfomas, os sarcomas osteogénicos, 0 carcinoma testicular, o
hemangiossarcoma, o carcinoma de tireoide, 0s carcinomas mamarios, o carcinoma
de células escamosas, entre outros tumores solidos. Este farmaco também é
utilizado para tratar a leucemia mieldide aguda e a leucemia linfocitica aguda
(RODASKI e DE NARDI, 2004).

A doxorrubicina ndo apresenta interacbes antagbnicas com outros
guimioterapicos rotineiramente utilizados. Além disso, esta droga € ativa em
diferentes protocolos de administracdo utilizando-se amplos esquemas de dosagens.
Assim, a combinacao de uma ampla atividade antineoplasica, a falta de antagonismo
com outros agentes quimioterapicos, e a flexibilidade nas dosagens e protocolos,
fazem da doxorrubicina um farmaco muito Util que pode ser utilizado isoladamente
ou em combinagdes com outras drogas no combate a tumores (DOROSHOW,
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1996).

2.4.2.1 Mecanismo de a¢ao da doxorrubicina

A doxorrubicina atua tanto nas células em divisdo quanto nas células na fase
de repouso. Assim, ela é um agente ndo-especifico do ciclo celular. No entanto, sua
principal acéo citotoxica é observada durante a fase S do ciclo celular (SUSANECK,
1983; RODASKI e DE NARDI, 2004).

Sua acédo farmacologica ocorre por diferentes mecanismos, incluindo reactes
de oxidacao e reducdo, com formacao de radicais livres e intercalacdo com o DNA
da célula, levando a inibicdo da sintese protéica (SUSANECK, 1983; CHABNER et
al., 2001; WITHROW, 2007). As quebras do DNA séo causadas pela unido da droga
ao DNA e a enzima topoisomerase Il, que tem um papel importante na liberacédo das
cadeias de DNA e na condensacao dos cromossomos.

A doxorrubicina também se liga as membranas celulares, alterando suas
funcdes e atuando como um agente doador e receptor de elétrons, gerando radicais
livres que sdo potentes agentes alquilantes tanto nos tecidos neoplasicos quanto
nos tecidos normais. Além disso, a molécula reage com a citocromo P450 redutase
na presenca de NADPH para produzir anions de radicais superoxidos que s&o
altamente destrutivos para a célula. Os radicais gerados incluem peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxila, que atacam o DNA e oxidam as suas bases. Assim,
as defesas enzimaticas, como superoxido dismutase e catalase sao importantes na
protecdo celular contra a toxicidade da doxorrubicina (DOROSHOW, 1996;
CHABNER et al., 2001).

2.4.2.2 Farmacocinética da doxorrubicina

A farmacocinética da doxorrubicina estd diretamente associada a sua ligacao
nas diferentes células, sendo rapidamente eliminada do sangue e distribuida nos
tecidos, seguindo um modelo trifasico (HAHN e RICHARDSON, 1995; RODASKI e
DE NARDI, 2004).

A primeira fase, que dura aproximadamente 10 minutos, representa a rapida

distribuicdo da droga nos tecidos (SUSANECK, 1983). Durante esta fase, 0os niveis
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da droga caem rapidamente uma vez que a doxorrubicina atinge todos os 6rgaos,
principalmente o coragdo, os rins, os pulmdes, o figado e o baco (DOROSHOW,
1996). A segunda fase, que dura aproximadamente trés horas, representa a saida
da droga, antes alojada nos 6rgéos, de volta para o sistema vascular (SUSANECK,
1983). Nesta fase, 75% da doxorrubicina estd ligada as proteinas plasmaticas
(DOROSHOW, 1996). No entanto, a ligacdo as proteinas é provavelmente
irrelevante, jA que a hipoalbuminemia ndo aumenta a exposi¢do sistémica da
doxorrubicina (STEWART e RATAIN, 1997). Assim, com a ligacdo extensiva das
antraciclinas ao DNA e as proteinas, a fracdo livre da droga é muito pequena tanto
no plasma quanto nas células (DOROSHOW, 1996). Durante a fase final, os niveis
da droga e seus metabdlitos permanecem constantes durante um longo periodo de
tempo (aproximadamente 30 horas) (SUSANECK, 1983).

A doxorrubicina ndo transpbe a barreira hematoencefalica (STEWART e
RATAIN, 1997; CHABNER et al., 2001; WITHROW, 2007). A sua meia-vida em
humanos varia de trés a 30 horas, e a metabolizacdo é essencialmente hepatica
(BITTENCOURT et al., 2010; CHABNER et al., 2001). O doxorrubicinol € o principal
metabolito e também possui alguma atividade antineoplasica (BITTENCOURT et al.,
2010). Aproximadamente, 50% da droga € excretada pela bile em até sete dias,
tanto como doxorrubicina quanto como seus metabdlitos. Menos de 10% da droga
administrada € eliminada na urina (DOROSHOW, 1996; BITTENCOURT et al.,
2010).

N&o ha evidéncias da presenca de circulacdo entero-hepatica (STEWART e
RATAIN, 1997). Embora a principal via de eliminacdo da doxorrubicina ocorra pelo
metabolismo hepatico e excrecao biliar, reducdes de dose em pacientes com funcao
hepatica comprometida ainda sdo discutidas. No entanto, alguns autores
recomendam uma reducdo de 50% na dose inicial de doxorrubicina em pacientes
com disfuncéo hepética (CHABNER et al., 2001).

2.4.2.3 Indicacdes terapéuticas da doxorrubicina

A doxorrubicina é largamente indicada como agente quimioterapico como
monoterapia ou em unido com outras drogas para potencializar seus efeitos sobre

as neoplasias (FONSECA et al., 2000). Suas principais indicagfes terapéuticas em
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veterindria incluem as neoplasias hematopoiéticas, como as leucemias e o0s
linfomas, os carcinomas mamarios e de tireoide, e alguns sarcomas, como O
osteossarcoma, hemangiossarcoma e fibrossarcoma (LANORE e DELPRAT, 2004).
Na medicina humana suas indica¢cdes também incluem os carcinomas toracicos e
carcinoma de pequenas células dos pulmdes, bem como sarcomas em criangas e
adultos (CHABNER et al., 2001). Suas dosagens variam de acordo com as
indicacbes, protocolos, tamanho e espécie do animal (RODASKI e DE NARDI,
2004).

2.4.2 .4 Efeitos toxicos da doxorrubicina

A doxorrubicina esta disponivel apenas para administracéo por via endovenosa
(CHABNER et al., 2001), uma vez que nao € estavel em suco gastrico e também
nao é absorvida pelo trato gastrointestinal (BITTENCOURT et al., 2010). Além disso,
0 extravasamento da droga para o tecido subcutéaneo implica em uma acéo
vesicante local severa resultando em necrose tecidual (CHABNER et al., 2001).

Pacientes que recebem doxorrubicina, desde que -cuidadosamente
monitorados, toleram bem seus efeitos adversos. Apesar dos mesmos serem
muitos, ndo devem desencorajar 0 uso desse farmaco na terapia do cancer
(RODASKI e DE NARDI, 2004).

A doxorrubicina tem por caracteristica interferir na integridade de tecidos com
rapida replicacdo celular, como a medula 6ssea, os tecidos linfoides, o epitélio
gastrointestinal, a epiderme e as células germinativas gonadais, por uma forte
ligacdo ao DNA, limitando a sintese celular de acidos nucleicos e proteinas. Além
disso, também é comum ocorrer dano ao miocardio em virtude de uma ou mais
alteracoes bioquimicas (VAN VLEET e FERRANS, 1980).

Sua toxicidade é classificada em aguda, de curta-duracdo e crbnica. A
toxicidade aguda é caracterizada por sinais de hipersensibilidade, como eritema
cutaneo, vomitos, hipotensao, arritmias cardiacas e anafilaxia. Os efeitos de curta
duracdo sdo observados nas duas primeiras semanas apdés a administracdo da
doxorrubicina e incluem transtornos gastrointestinais e hematologicos. A toxicidade
crbnica deste quimioterapico inclui perda de pelos, atrofia testicular e

cardiotoxicidade (SUSANECK, 1983). Assim, a toxicidade da doxorrubicina envolve
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principalmente alteracbes hematoldgicas, gastrintestinais, cardiocirculatérias e
dermatoldgicas (HAHN e RICHARDSON, 1995; RODASKI e DE NARDI, 2004;
WITHROW, 2007).

A toxicidade hematoldgica é o efeito adverso mais comum da quimioterapia. As
citopenias que ocorrem podem ser graves e com potenciais riscos a vida, indicando
a necessidade de suspensdo temporaria ou permanente do farmaco (COUTO,
2006). A toxicidade hematolégica da doxorrubicina corresponde a aplasia de medula
O0ssea dose-dependente; ela é reversivel e atinge principalmente a linhagem
granulocitica (LANORE e DELPRAT, 2004).

Em virtude da meia-vida das células, a neutropenia ocorre inicialmente,
seguida de trombocitopenia. A anemia induzida pela doxquimioterapia € incomum, e
geralmente ocorre trés a quatro meses apoés o inicio do tratamento (COUTO, 2006).
Outros fatores relacionados com o paciente como a desnutricdo, a idade avancada,
a disfuncdo organica concomitante e a quimioterapia anterior, juntamente com 0s
fatores relacionados com o tumor, como infiltracdo de medula déssea e metastase
disseminada, podem também interferir no grau de mielossupressao, bem como na
presenca e intensidade da anemia (CANCADO e CHIATTONE, 2002; COUTO,
2006).

O momento em que ha alteracdo hematoldgica (neutropenia) mais severa com
0 uso da doxorrubicina ocorre de 7 a 14 dias apds o tratamento, e a recuperacao
medular acontece ap6s 21 dias da administracdo da droga (VAN VLEET e
FERRANS, 1980; LANORE e DELPRAT, 2004; RODASKI e DE NARDI, 2004).
Embora a trombocitopenia seja provavelmente tdo comum quanto a neutropenia, ela
raramente € grave o suficiente para causar hemorragia espontanea (contagem de
plaguetas inferior a 30 x 10 células/fuL) (COUTO, 2006).

A doxorrubicina pode causar tanto anemia nao regenerativa, por seu efeito
toxico nos precursores dos eritrécitos na medula 6ssea, quanto anemia regenerativa,
pelo aumento na destruicdo de poiquilécitos. O mecanismo exato de como a
doxorrubicina produz alteracbes na morfologia dos eritrocitos ainda nado esta
totalmente esclarecido, mas pode estar associado a geracdo de radicais livres
resultando em peroxidacdo da membrana lipidica, inibicdo da atividade da bomba de
sédio e potassio dependente de ATP, e alteracbes no transporte de calcio e
equilibrio eletrolitico intracelular (BADYLAK et al., 1985; O'KEEFE e SCHAEFFER,
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1992).

Estudos tém demonstrado que a doxorrubicina e, especialmente, seu
metabdlito doxorrubicinol, alteram o metabolismo energético dos eritrécitos,
estimulando a via das pentoses fosfato a produzir mais NADPH, necessario para a
oxidagéo destes farmacos. Os metabdlitos da doxorrubicina também inibem a acéo
das enzimas glutation peroxidase e superdxido dimutase nos eritrécitos, levando a
um acumulo de radicais livres (MISITI et al., 2003).

A monitoracdo hematoldgica € o meio mais eficaz de prevenir ou antecipar
os efeitos graves da doxorrubicina, que pode levar a septicemia. Por isso,
hemogramas controles séo realizados, no minimo de sete a 10 dias ap6s o inicio da
terapia, e antes de cada aplicacdo. O tratamento deve ser suspenso
temporariamente se a contagem de leucdcitos totais for inferior a 4000 células/uL, se
a de neutrofilos for inferior a 2500 células/pL ou se a contagem de plaquetas diminuir
para menos de 50 x 103 celulas/fuL (LANORE e DELPRAT, 2004; RODASKI e DE
NARDI, 2004; COUTO, 2006). O tratamento deve ser reinstituido apdés o niumero de
células sanguineas se apresentarem normais (RODASKI e DE NARDI, 2004). Neste
caso, recomenda-se utilizar apenas 75% da dose inicial, aumentando-se
gradualmente a dose por duas a trés sessdes, até que a dose inicialmente
recomendada seja alcancada (COUTO, 2006).

Outra resposta adversa comum causada pela doxorrubicina € a toxicidade
gastrintestinal, que pode se manifestar sob duas formas: uma mais branda, cujos
sinais incluem anorexia, nausea, vomitos e diarreia; e outra forma mais severa,
levando a uma gastroenterocolite hemorragica (LANORE e DELPRAT, 2004). Essa
toxicidade gastrointestinal resulta em parte, do efeito citotoxico da droga sobre as
células gastrointestinais que se encontram em rapida divisdo. Além disso, acredita-
se gue, especialmente a gastroenterocolite hemorragica, também seja induzida pela
liberacdo de histamina apds a administracdo do farmaco (OGILVIE et al., 1991).

Os sinais de anorexia, vomitos e diarreia tipica de intestino delgado sao
brandos e geralmente sem gravidade. Esses sinais aparecem dois a trés dias apdés a
administracao e regridem com tratamento sintomatico (LANORE e DELPRAT, 2004).

A gastroenterocolite raramente se desenvolve em animais que recebem
guimioterapia, exceto em algumas racas de cdes que sd0 muito suscetiveis a

enterocolite induzida por doxorrubicina, caracterizada pelo desenvolvimento de
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diarreia hemorragica (com ou sem vémitos), primariamente do intestino grosso, trés
a sete dias apo0s a administragdo do farmaco (COUTO, 2006). Esta complicagdo
também ndo é grave, mas € necessaria a hospitalizagdo do animal para
fluidoterapia, adequacao da dieta e tratamento sintomatico (LANORE e DELPRAT,
2004).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerado como uma enfermidade com envolvimento genético, o cancer
surge nas células normais devido a muta¢cBes ao longo dos anos, relacionadas com
0s proto-oncogenes envolvidos no crescimento celular, os quais se transformam em
oncogenes tornando a célula neoplasica, levando-a a imortalizacdo pela acdo da
enzima telomerase.

Agentes antineoplasicos séo utilizados para o tratamento de neoplasias e suas
metastases, bem como para aliviar as sindromes paraneoplasicas. Alguns destes
medicamentos, dentre outros varios mecanismos, atuam também desencadeando as
vias de apoptose, constituindo-se assim em uma quimioterapia menos agressiva
para o paciente oncolégico (DAGLI, 2002).

Este estudo busca a eficacia da doxorrubicina como medicamento indutor de
apoptose e/ou necrose e, como consequéncia, a reducdo da massa tumoral, tendo
como modelo experimental o tumor ascitico de Ehrlich em camundongos BALB/c. De
acordo com Minotti et al. (2004), uma via de inducdo de apoptose pela doxorrubicina
€ através da inibicdo de Bcl-2 e da liberac&o do citocromo c e ativacdo das caspases
3 e 9. sugerindo o envolvimento mitocondrial. Trabalhos de Taucher et al. (2003)
também mostram que a doxorrubicina induziu apoptose em células de
osteossarcoma na fase pré G1, com despolarizacdo do potencial da mitocondria e
liberacdo do citocromo c e ativacédo da caspase 3. O uso de camundongos machos
teve o objetivo de quantificar melhor a acdo do estrogeno jaA que em camundongos
machos a conversdo de testosterona a estrogeno e pequena, pois a producdo de
testosterona sera diminuida pela infusdo exdgena de cipionato de estrégeno
diminuindo também a testosterona disponivel para a transformacdo em estradiol
pelas células adiposas.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivos:

e Verificar possiveis efeitos hematoldgicos e gastrointestinais das drogas
cloridrato de doxorrubicina e citrato de tamoxifeno quando utilizadas em
terapia solo ou associadas.

e Avaliar o efeito antineoplasico quando utilizadas em camundongos
machos portadores ou ndo de tumor ascitico de Ehrlich, com e sem

terapia hormonal com cipionato de estradiol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Normas de conduta para 0 uso de animais na pesquisa

A pesquisa foi realizada de acordo com as normas internacionais para
experimentacdo animal, aprovada pela da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), protocolo niumero 032/2012.
Durante o periodo experimental os animais foram mantidos no Biotério Central
(UFV), em gaiolas plasticas, em sala climatizada, com controle de temperatura (24
°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, recebendo racdo comercial balanceada para
animais de laboratério e agua a vontade. Os procedimentos com 0s animais foram
realizados sob supervisdo e coordenacdo da Médica Veterinaria responsavel, Dra.
Marlene Isabel Vargas Viloria, CRMV-MG 2.775.

As células tumorais foram cedidas pelo Laboratério de Patologia do Cancer do
Departamento de Biologia Animal da UFV e mantidas congeladas em nitrogénio

liquido.

4.2 Ativacéo e replicacdo do tumor ascitico de Ehrlich

Para a ativacdo do tumor, foram descongelados 500 pL de células em
temperatura ambiente, lavadas por centrifugacdo com solu¢do PBS pH 7,4 e, em
seguida, inoculadas no peritbnio de dois camundongos. Os camundongos
inoculados foram mantidos por sete dias, tempo necessario para a replicacdo do
tumor.

Apdés esse tempo, os animais foram submetidos a eutanasia e, em seguida, 0s
mesmos foram imersos em alcool 70° por 5 minutos, quando foram retirados 3,0 mL
do liquido ascitico sob condicdes estéreis, em capela de fluxo laminar. O liquido
ascitico foi transferido para tubos de Falcon contendo trés ml de PBS pH 7,4,
centrifugado a 1500 G por 5,0 minutos a 4,0°C, para lavagem das células. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, repetindo-se este procedimento por
trés vezes.

Posteriormente, as células foram contadas usando a técnica de excluséo pelo
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azul de tripano. ApOs a contagem das células, foi preparada uma suspensao de
1x10° cel/100pl em PBS pH 7,4, para posteriormente serem inoculadas nos

camundongos dos grupos experimentais.

4.3 Grupos experimentais

Foram utilizados 40 camundongos Balb/C machos, nao isogénicos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vicosa (UFV), com
aproximadamente 12 semanas de idade e peso entre 25 e 30 gramas. Os
camundongos foram divididos em grupos de 5 animais cada, totalizando-se 8 grupos
(Tabela 1).

Tabela 1 — Divisado dos grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

Grupos Nimero de Tratamento Dose Nimero de Intervalo de Via
camundongos aplicacBes aplicacbes
BALBI/c
1 5 TAE Células 1 UA IP
2 5 CE 2 mg/kg 3 7 dias SC
3 5 NT NT NT NT NT
4 5 CTT 10 g/kg/dia 21 Todos os Gavagem
dias
5 5 DOX 25 mg/m? 2 9 dias \Y,
TAE Células 1 UA IP
6 5 CE 2 mg/kg 3 7 dias SC
CTT 10 g/kg/dia 21 Todos os Gavagem
dias
TAE Células 1 UA IP
7 5 CE 2 mg/kg 3 7 dias SC
DOX 25 mg/m? 2 9 dias \Y,
8 TAE Células 1 UA IP
5 CE 2 mg/kg 3 7dias SC

Legenda: Tumor ascitico de Ehrlich (TAE), Cipionato de estradiol (CE), Citrato de tamoxifeno (CTT),
Doxorrubicina (DOX), Intravenosa (IV), Solucdo Fisiolégica (SF), Subcutaneo (SB), Intraperitonial (IP),
Unica Aplicacao (UA), Ndo Tratados (NT).

25



4.4 Analises hematologicas

Ao final dos 21 dias de acompanhamento, todos os animais foram submetidos
a uma coleta de 200 microlitros de sangue através da punc¢do do plexo venoso retro
ocular, para a realizacdo de hemograma. O sangue foi depositado em tubos com
heparina e analisado por meio de contador automatizado HumaCount Plus. Os
parametros avaliados foram contagem de hemécias, hematécrito, dosagem de
hemoglobina, contagem global de leucdcitos e de plaquetas.

4.5 Coleta de material para analise histopatoldgica

Ao final do periodo de 21 dias de acompanhamento os animais dos grupos 3
(controle), 5 e 7 (tratados com cloridrato de doxorrubicina) foram submetidos a
eutanasia e realizada a coleta de amostras do estbmago e do intestino delgado para
analise histopatolégica. Os orgaos coletados foram imediatamente transferidos para
solucéo fixadora de formol neutro tamponado a 10%, durante 24 horas. Em seguida,
os fragmentos passaram por desidratacdo em solucdes crescentes de etanol 70°,
80°, 90° e 100°, diafanizacdo em xilol, inclusdo em parafina, e entdo foram cortados
em microtomo de rotacdo na espessura de 5,0 ym para montagem das laminas
histolégicas, que foram coradas pela técnica de hematoxilina/eosina (H&E). Nas
amostras analisadas avaliou-se a perda do epitélio de revestimento, presenca de
necrose e/ou apoptose de células glandulares, sendo as lesdes classificadas em
grau 0 para auséncia dos eventos, grau 1 para discreta presenca, grau 2 para

moderada presenca, e grau 3 para intensa presenca dos eventos.
4. 6 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram agrupados e analisados estatisticamente, e
expressos em meédia = desvio padrdo e as diferencas estatisticas entre 0s grupos,

detectadas pela analise de variancia (ANOVA) e o teste de contraste de Tukey, a

posteriori, usando o software GraphPad Prism verséo 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises hematolégicas

5.1.1 Contagem de hemécias e hematocrito

A avaliacdo do numero de heméacias e do hematdcrito apresentou mostrou
significativa nos grupos 1 (TAE) e 8 (TAE + cipionato de estradiol) quando
comparado aos demais grupos (p<0,05) (Tabela 2), diminuicdo essa que pode ser
explicada pela presenca do tumor isoladamente ou associado apenas com o
estrogeno, sem envolver a administracdo de qualquer tipo de quimioterapico, esses
resultados estdo de acordo com Kusmartsev et al. (1999), onde relatam que o tumor
ascitico de Ehrlich (TAE) produz alteracdes severas no sistema hematolégico do
hospedeiro, sendo frequentemente associado a anemias.

Diminuicéo significativa também foi observada no grupo 8 (TAE + cipionato de
estradiol) em relacdo ao grupo 1 (TAE) (Tabela 2), demonstrando com isso que
guando se fez uso do cipionato de estradiol em camundongos portadores do TAE,
0S mesmos tiveram uma reducdo ainda maior no numero de hemacias e na
porcentagem do hematdcrito, esses resultados demonstram que o tumor ascitico de
Ehrlich pode ser influenciado pelo horménio, pois segundo Dagli (1989) e Rizzo
(2000) esse tumor é primariamente um adenocarcinoma mamario do camundongo
fémea, e mesmo que seja indiferenciado, influencia os hormdnios incriminados na
génese do cancer de mama, como o estrégeno. Norman e Litwack (1997) sugerem
gue o estrogeno promove o aumento do crescimento celular no TAE, podendo assim
aumentar os efeitos adversos causados pelo tumor, como a diminui¢cdo do numero
de hemacias que leva a reducdo do hematocrito.

No periodo da coleta, ndo foi observada queda no nimero de hemécias e no
hematdcrito nos grupos 5 (DOX) e 7 (TAE+cipionato de estradiol+cloridrato de
doxorrubicina) (Tabela 2), contradizendo Richardson e Johnson (1997) que
descrevem a hipoplasia sanguinea e a imunodepressdao como principais efeitos
colaterais da doxorrubicina. Esse achado pode estar relacionado com o tempo da

coleta das amostras sanguineas, que foi de 96h apdés a administragdo da
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doxorrubicina, excedendo o tempo de meia vida da droga que, segundo Lalla et al.
(2008), € de cerca de 52h. A doxorrubicina é um agente hematotéxico dose e tempo
dependentes (DIAS et al., 2003); assim, o resultado encontrado j& demonstra uma
resposta positiva da medula ap6s a depressdo celular que provavelmente ocorreu
imediatamente a aplicacdo da droga, até as 52h seguintes.

N&o houve reducdo no numero de hemécias e na porcentagem do
hematdcrito no grupo 6 (TAE+cipionato de estradiol+citrato de tamoxifeno) (Tabela
2), mesmo com a presenca do tumor e do estrégeno. Isso pode ser explicado pela
acdo do tamoxifeno, que € um inibidor da acdo do estr6geno (ABDULKAREEM e
ZURMI, 2011). Os grupos 2 e 4 ndo apresentaram alteracao significativa no numero
de hemécias e na porcentagem do hematécrito. Sendo assim, o efeito
potencializador do estrogeno sobre o tumor n&o aconteceu, reduzindo sua
capacidade de causar anemia. Segundo Charles et al. (2009), o uso do tamoxifeno
em pacientes humanas demonstrou um aumento significativo no numero de

eritrocitos. Esse efeito pode ter acontecido também nos camundongos tratados.

5.1.2 Dosagem de hemoglobina

A dosagem de hemoglobina demonstrou diminuicdo significativa no grupo 1
(TAE) (p<0,05) em relacdo aos grupos 2 (cipionato de estradiol), 3 (controle), 4
(tamoxifeno), 5 (DOX) (Tabela 2). Esta diminuicdo se deve a anemia causada pelo
tumor, uma alteracédo que é acompanhada pela diminuicdo do numero de hemacias.
Varios mecanismos foram propostos para explicar o desenvolvimento da anemia no
cancer, como a diminuicdo da vida 0til das hemacias, os niveis inadequados de
eritropoetina, a reutilizacdo defeituosa de ferro, a perda de sangue intrinseca ou
iatrogénica, a faléncia da medula 6ssea, entre outros (SPIVACK, 1994; MOLITERNO
E SPIVAK, 1996).

Nos grupos onde houve o uso de cloridrato de doxorrubicina (grupos 5 e 7),
nao foi observada diminuicéo significativa na dosagem de hemoglobina, diferente do
gue relatam Richardson e Johnson (1997), que descrevem a hipoplasia sanguinea
como um dos principais efeitos colaterais da doxorrubicina, e que

consequentemente causaria uma diminuicdo na dosagem de hemoglobina.
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O resultado aqui encontrado pode estar relacionado com o periodo da coleta
do material para analise ja descrito anteriormente na contagem de hemacias e
hematdcrito.

Ja4 no grupo 8 (TAE+estrogeno) foi observada diminuicdo significativa na
dosagem de hemoglobina (p<0,05) em relacdo a todos os grupos, inclusive quando
comparado ao grupo 1 (TAE) (Tabela 2). Esse resultado demonstra que quando se
faz uso do cipionato de estradiol em camundongos portadores do TAE, os mesmos
tiveram o efeito hematolégico do tumor aumentado, reafirmando assim os resultados
obtidos para os valores da contagem de hemécias e do teor de hematdcrito, pois
como ja foi provado, o tumor de Ehrlich sofre potencializacdo quando os niveis de
estrogeno estdo aumentados (DAGLI,1989; R1ZZ0,2000).

Os grupos 1 (TAE) e 6 (TAE+cipionato de estradiol+TAM) ndo apresentaram
diferenca estatistica para a dosagem da hemoglobina, mesmo com a presenca do
estrégeno no grupo 6, estimulando o aumento tumoral (NORMAN e LITWACK,
1997). A alteracdo significativa ndo foi observada provavelmente pela presenca do
tamoxifeno nesse mesmo grupo, que segundo Kinsinger et al. (2002), € um inibidor
seletivo ndo esteroidal do receptor de estrégeno, que possui um potente efeito anti-
estrogénico, inibindo assim os efeitos do estrégeno e fazendo com que tenha o

mesmo parametro do grupo 1 (TAE).

5.1.3 Contagem de leucdcitos totais

A avaliacdo da contagem do numero de leucécitos demonstrou aumento
significativo (p<0,05) quando se compararam os grupos 1 (TAE) e 6 (TAE+cipionato
de estradiol+TAM) aos demais grupos (Tabela 2). Segundo Morales et al., (1999),
um aumento na hematopoiese extramedullar, acompanhado por neutrofilia e
trombocitose, foi associada com a progressdo do tumor de Ehrlich. Seguindo a
hipétese de que o tamoxifeno neutraliza o estrogeno, este ultimo ndo influenciou no
resultado do grupo 6, quando utilizados em conjunto com o TAE, observando-se
assim aumento do numero de leucécitos igual ao encontrado no grupo 1.

Ainda quando se compara o grupo 7 (TAE+estrogeno+DOX) com o grupo 3
(controle), verifica-se que no grupo VIl ndo houve aumento significativo de leucécitos
pela presenca do TAE. Nesse grupo, ocorreu leucopenia decorrente do tratamento
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com a doxorrubicina pois, como foi descrito por Dias et. al, (2003) e Dagli & Lucas
(2006), a doxorrubicina é um agente hematotoxico tempo e dose dependentes e
dentre seus principais achados estdo a leucopenia, resultado que se confirma
guando se analisa o resultado obtido no grupo 5 (DOX).

O resultado da contagem de leucocitos no grupo 8 (TAE + estrd6geno), nédo
demonstrou o0 mesmo efeito causado pelo tumor como quando observado nos
grupos 1 e 6, onde houve uma significativa leucocitose. Esse resultado pode estar
relacionado com a presenca do estrégeno pois, como sugerem Ferreira Neto et al.
(1981), o estrégeno exdgeno pode causar reacgdo que reflete no contetdo

hematoldgico, sendo observado entre outras coisas, neutropenia acentuada.

5.1.4 Contagem de plaquetas

A avaliacdo do numero de plaguetas demonstrou aumento significativo
(p<0,05) quando o tumor esta presente sem a aplicacao de tratamento (grupo 1), ou
com a aplicacdo de estrogeno e citratro de tamoxifeno (grupo 6), comparando-se
com os grupos 2, 7 e 8 (Tabela 2). Esses resultados sugerem que o tumor tem um
efeito estimulador na producéo de plaquetas, como ja foi descrito por alguns autores
(KUSMARTSEV et al., 1999; MORALES et al, 1999), que atribuem a trombocitose a
liberacdo do fator estimulador de colénias pelas células do tumor Ehrlich.

Porém, nos grupos onde houve a associacdo do tumor com estrogeno (grupos
7 e 8), o aumento do numero de plaquetas ndo aconteceu, pois como sugerem
Ferreira Neto et al. (1981), a aplicacdo exdégena de estrégeno pode causar um
efeito deletério na producdo de plaquetas. Isso se confirma com a observacdo da
diminuicdo do numero de plaquetas no grupo onde o tratamento foi apenas o
cipionato de estradiol.

No entanto, no grupo 6 também foi feita a associacdo do tumor com cipionato
de estradiol. A diferenca € que nesse grupo houve ainda a adicdo de TAM, que
parece ter inibido a acéo do estrogeno, resultando também no aumento significativo
do numero de plaquetas. Ja os grupos 3, 4 e 5 ndo apresentaram diferenca na
contagem total de plaquetas. Segundo Cosman et al., (2005) e Ganz e Land, (2008)
0 uso do tamoxifeno induz ao aumento do namero de plaquetas, o que néo foi
encontrado no grupo 4. Contrariamente GERSHENSON (1987) e SANTANA (1988)
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relatam trombocitopenia logo ap6s o uso da DOX.

Provavelmente ndo foram observadas essas alteragbes neste estudo, porque a

coleta do sangue para analise foi feita 72h apds a ultima aplicacdo do medicamento,

0 que proporcionou tempo para gue organismo Se recuperasse.

Tabela 2: Andlises hematoldgicas por grupo.

Grupos | 1 1] \Y4 \Y4 Vi Vil VI
Hemacias 7,6+0,23 10,8+0,45 9,9+0,59 10,5+0,60 10,1+0,56 9,34+0,32 8,84+0,50 4,84+0,76
(mm?°)
Hemoglobi 7,6+0,23 10,8+0,45 9,9+0,59 10,5+0,60 10,1+0,56 9,34+0,32 8,84+0,50 4,84+0,76
na (g/dl)
Leucdcitos 13.45+1,60 4.60+1,00 4.90+0,53 8.05+0,60 3.85+1,60 15.65+3,66 3.01+0,15 4.65+1,03
totais
(mm?°)
Plaguetas 598.0+96,08 243.5+59,63 399,5+8,73  389.2+21,81  322.0£170,51 513.0£199,06 346.0+7,64  271,0+8,86

x 10%(w)

Valores expressos como média + desvio padréo.

5.2 Andlises Histopatologicas

As principais alteracfes histoldégicas evidenciadas no estomago e intestino

delgado foram necrose e ou apoptose de glandulas e perda de epitélio de

revestimento.
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Tabela 3: AlteracBes histopatolégicas no estdbmago e intestino delgado de
camundongos tratados com cloridrato de doxorrubicina (grupoV) e camundongos
inoculados com TAE e tratados com cloridrato de doxorrubicina e cipionato de
estradiol (grupo VII).

ORGAO/ ALTERACOES Grupo 5 (DOX) Grupo 7 (TAE+cipionato de
estradiol+DOX)
QUANTIDADE GRAU QUANTIDADE GRAU
ESTOMAGO
0, 0,
NECROSE E/OU APOPTOSE 5% 3 60% 2
DE GLANDULAS 25% 2 40% 1
PERDA DO EPITELIO DE 70% 2 80% 2
REVESTIMENTO 30% 1 20% 3

INTESTINO DELGADO

0, 0,
NECROSE E/OU APOPTOSE 5% 2 60% 2
DE GLANDULAS 25% 3 20% 1
PERDA DO EPITELIO DE 50% 2 80% 2
REVESTIMENTO 50% 3 20% 1

Fonte: Quadro de alteragBes histopatologicas encontradas no estomago e intestino delgado
utilizando o método adaptado de Alvarenga (1999), os quais variaram de 0 a 3. Onde 0 equivale a
auséncia de leséo, 1 lesdo leve, 2 lesdo moderada e 3 leséo intensa.

A Tabela 3 apresenta um resumo dos principais achados histopatologicos
deste estudo.

As avaliacBes histopatoldégicas do estdbmago no grupo 5 (cloridrato de
doxorrubicina), demonstraram lesdes intensas (grau 3) de necrose e ou apoptose de
glandulas estomacais em 75% das amostras. Nas demais amostras (25%) foram
observadas lesbes moderadas (grau 2). A perda do epitélio de revestimento do
estbmago foi observada em 70% das amostras, apresentando lesées moderadas
(grau 2) (tabela 3) e lestes leves (grau 1) em 30% das amostras.

Nesse mesmo grupo, a avaliacdo histopatolégica do intestino demonstrou
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necrose e/ou apoptose de glandulas com les6es moderadas (grau 2) em 75% das
amostras, e lesdes intensas (grau 3) em 25 % das amostras. Ja a perda do epitélio
de revestimento do intestino apresentou lesbes moderadas (grau 2) em 50% das
amostras (Figura 7), e lesbes intensas (grau 3) em 50% das amostras.

Esses resultados demonstram que a doxorrubicina tem efeito citotoxico sobre
as células epiteliais do estbmago e do intestino, pois essas células em mamiferos
sédo altamente proliferativas (LIPKIN, 1985). Lakhani et al. (2002) e Klein (2001)
relatam resultados semelhantes, e sugerem que a doxorrubicina ndo é uma droga
tumor especifico e é prejudicial as células normais do epitélio gastrointestinal,
induzindo apoptose ou interrupgéo do ciclo celular.

Sendo assim, a doxorrubicina induz alteragdes na morfologia da mucosa
gastrointestinal, causando necrose e/ou apoptose de glandulas, perda do epitélio de
revestimento do estdbmago e do intestino levando a enterite em camundongos
tratados. Os achados histopatolégicos aqui encontrados estdo de acordo com Green
e Leeuwenburgh, (2002), que descrevem a doxorrubicina (DOX) como um indutor de
alteracdes gastrointestinais, alteracdes essas que podem variar em intensidade de
acordo com o tempo de exposicao a droga.

Ainda segundo Green e Leeuwenburgh, (2002) em seu estudo, foi observado
muito pouco dano no tecido gastrointestnal apds 6 horas da aplicagcdo da DOX. Apos
72h, houve perceptivel degeneracao das criptas intestinais. E com o tempo de 96h
apos a aplicacdo da DOX foi observado o grau maximo de lesdes, encontrando-se
enfraguecimento das vilosidades e perda das criptas. Os autores demonstraram
também que p6s 120h da aplicacdo da DOX, as criptas iniciam a regeneracéo e as
vilosidades comecaram a se alongar, Richardson e Johnson (1997) em seu trabalho,
também demonstraram a caracteristica de dose dependéncia da doxorubicina, onde
no terceiro dia apds a administracao intravenosa da droga em camundongos, houve
maior grau de destruicdo do epitélio intestinal, havendo diminuicdo da reparacédo, da
protecdo, da homeostase celular e aumento da apoptose. Ja no sétimo dia apés a
administracdo aconteceu normalizacdo destas fun¢des, fazendo com que houvesse
a reparacdo do mesmo tecido e interrupcao do efeito toxico da droga.

Neste estudo, avaliou-se o efeito da DOX no estdbmago e no intestino de
camundongos quatro dias (96h) apés a segunda dose de DOX, onde foram

encontrar as varias lesdes teciduais de grau moderado a intenso, reafirmando assim
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o efeito deletério causado pela DOX no aparelho gastrointestinal levando a enterite.

A avaliacdo histopatologica do grupo 7 (TAE+cloridrato de doxorrubicina+
cipionato de estradiol) demonstrou lesGes de necrose e ou apoptose de glandulas no
estomago em intensidade moderada (grau 2) para 60% das amostras (Figura 7), os
outros 40% das amostras observadas apresentaram lesbes em intensidade discreta
(grau 1) (Figuras 4, 5 e 6). Observou-se também intensa perda do epitélio de
revestimento do estbmago (grau 3) em 40% das amostras, moderada perda do
epitélio (grau 2) em 40% das amostras (Figura 7) e ainda leve perda epitelial (grau 1)
em 20% das amostras avaliadas (Figuras 4, 5 e 6).

No mesmo grupo, a avaliacao histopatoldgica do intestino demonstrou necrose
e ou apoptose de glandulas em intensidade moderada (grau 2) em 60% das
amostras (Figura 7), lesdes leves (grau 1) em 20 % das amostras (Figuras 4, 5 e 6),
e ainda auséncia de leséo (grau 0) em 20% das amostras avaliadas (Figura 3). Ja a
perda do epitélio de revestimento intestinal se apresentou em intensidade moderada
(grau 2) em 80% das amostras (Figura 7), e leve (grau 1) em 20% das amostras
(Figuras 4, 5 e 6).

Apesar da atividade da doxorrubicina ser derivada principalmente da inibicéo
da topoisomerase Il e da dose utilizada ser determinante para seu mecanismo de
acao (SPIVACH, 1994), outros efeitos apresentam um papel importante em relacéo
a sua atividade antitumoral, como a formacdo de radicais livres, com a sua
capacidade de alquilar diretamente o DNA ou de induzir a formacéo de pontes entre
as duas cadeias de DNA, a geracdo de radicais livres € um importante efeito
secundario ligado a esta classe de medicamentos, o que limita a sua utilizacéo
clinica, ja que a formacédo de radicais livres € uma das vias de inducdo de apoptose
causada pela doxorrubicina (SINGAL et al. 2000; GREEN e LEEUWENBURGH,
2002; CHILDS et al. 2002; MINOTTI et. al., 2004). A diminuicdo desses radicais
pode estar ligada a diminuicdo da apoptose celular encontrada nos animais tratados
com estrégeno.

Ainda segundo Lalla et al. (2008) os radicais livres sdo desencadeantes de
enterite em pacientes que recebem tratamento com quimioterapicos e ou
radioterapia. O que reforca a hipétese de que se o estrégeno inibiu a liberacdo
desses radicais, resulta em um efeito protetor importante na mucosa do estomago e

do intestino, diminuindo assim lesdes por apoptose, e a perda do epitélio de
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revestimento.

Estes resultados, quando comparados aos resultados do grupo 5, demonstram
que quando se utiliza a doxorrubicina juntamente com e cipionato de estradiol ha
uma diminui¢cdo no grau de lesdes que levaram a apoptose e necrose do estbmago
e do intestino. Este efeito protetor do estrogeno também foi demonstrado por Ito
(2007) que comparou a toxicidade cardiaca da doxorrubicina em camundongos
machos e fémeas, relatando que houve uma diminuicdo da producdo de radicais
livres pelos camundongos fémeas quando comparados aos machos, sugerindo que
o maior nivel de estrégeno reduz a producédo desses radicais. Ainda, segundo Singal
et al. (2000), a reposicao do estrogeno em ratas castradas diminui o dano oxidativo,
aumentando a atividade das enzimas anti-oxidantes e, consequentemente

melhorando a fungéo cardiaca nessas ratos.

Figura 3: Epitélio intestinal, grupo sem Figura 4: Lesao intestinal de grau 1; criptas
tratamento,sem lesdes; epitélio e criptas intestinais parcialmente preservadas, perda
intestinais preservadas.HE, 10X epitelial focal. HE, 10X.
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Figura 5: Lesdo intestinal de grau 1; criptas
intestinais parcialmente preservadas. HE, 10X.

3 e

Figura 6: Lesdo géstrica de grau 1; perda do
epitélio de revestimento e  vilosidades
parcialmente preservadas. HE, 10X.
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Figura 7: Lesdo gastrica de grau 2; perda do
epitélio de revestimento e das vilosidades. HE,
10X.




6. CONCLUSOES

Como descrito no presente estudo podemos concluir:

¢O tumor ascitico de Ehrlich causou diminuicdo do nimero de hemacias,
hematécrito e hemoglobina.

¢ O cipionato de estradiol potencializou os efeitos do tumor ascitico de Ehrlich.

¢ A presenca do tumor causou aumento significativo do nimero de leucdcitos e
do numero de plaquetas, ndo havendo influéncia do cipionato de estradiol nessa
alteracéo.

¢O citrato de tamoxifeno inibiu os efeitos hematolégicos do cipionato de
estradiol associados ao tumor ascitico de Ehrlich.

¢ O cloridrato de doxorrubicina quando utilizado na presenca do tumor ascitico
de Ehrlich resultou em leucopenia.

eNa dosagem de 25 mg/m?, o cloridrato de doxorrubicina causou toxicidade
gastrointestinal nos camundongos.

¢ O cipionato de estradiol, quando associado ao cloridrato de doxorrubicina
promoveu efeito protetor discreto no aparelho gastrointestinal, diminuindo o grau de

lesdes epiteliais e de necrose e/ou apoptose de glandulas.
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