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“Todas as substincias so venenos; nio existe uma que nio seja um

veneno. A dose certa diferencia um veneno de um remédio”

Paracelsus

(1493 - 1541)
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ABREVIAGOES E NOMES USUAIS

antigeno

Aminoéacidos:

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
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Glu
Gly
His
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Met
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Tyr
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Ig
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histidina

isoleucina

leucina

lisina

metionina

fenilalanina

prolina

serina

tirosina

treonina

triptofano

valina

linfocitos timo-independentes
linfécitos timo dependentes
dose Unica de uma substancia que causa inibicao de 50% da
sobrevivéncia celular
imunogiobulina
imunoglobulina A
imunoglobulina E
imunoglobulina G
imunoglobulina M
intraperitoneal

dose Unica de uma substancia que causa morte em 50% dos animais



MAPA

PBS-A
SC

Ty

Te

Tth

W256

agregado polimérico extracelular de magnésio e fosfato de amonio
associado a uma proteina basica e écidos linoléico e palmitoléico
(principais componentes lipidicos)

“phosphate buffered saline” (soluc&o salina tamponada sem Ca” e Mg
subcutaneo

linfécito T helper (T auxiliar)

linfocito T citotoxico

linfocito T hipersensibilidade tardia

linfocito T supressor

Walker -256

2+)



SOLUGOES

PBS-A = 0,1369 M NaCl
0,00268 M KClI
0,008 M Na;HPO,4
0,015 M KH,PO,

Solugéo de Ringer com lactato de sédio = cada 100 mL contém:

lactato de sédio 300 mg
cloreto de sodio 600 mg
cloreto de potéssio 30 mg
cloreto de calcio 2H,0 20 mg

agua para injetaveis g.s.p. 100 mL

osmolaridade 271 mOsm/L.

concentragdo (mkaq/L): cloretc  108,0
sodio 129,0
potassio 4,0
calcio 2,7
lactato 26,8
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SUMARIO

Os efeitos do composto MAPA, um agregado protéico de fosfolinoleato-
paimitoieato de aménio e magnésio foram estudados, in vivo, com o objetivo
de investigar parte do seu mecanismo de acdo. O estudo foi dividido em
duas etapas, ambas consideradas pré-clinicas como convém a descri¢ao de
novos farmacos sob investigacdo. Numa primeira etapa foi estudada a
biodisponibilidade do composto em ratos Wistar tratados com dose tnica de
750 mg/Kg de MAPA intraperitoneal (IP), através da variacdo do teor de
Mg®, no plasma e em diferentes Orgdos. Uma meia-vida (tip) de
aproximadamente 5,3 h e area sob a curva (AUC) de 255,9 ug/mL.h™" foram

calculados. A avaliacdo do comportamento da cinética do M92+ plasmatico
quando foram utilizadas diferentes doses de MAPA [P, confirmou uma
eliminacdo nao exponencial para o composto. Qutros pardmetros observados
foram os diferentes 1y, calculados para cada dose e a AUC n&o proporcional
a dose, confirmando a hipotese de que o MAPA n&do segue uma cinética
monocompartimental. Uma segunda etapa compreendeu o estudo dos
efeitos do MAPA em ratas Wistar sadias e inoculadas com celuias de
Walker-256, linhagem A e sublinhagem Ar. O efeito de diferentes doses de
MAPA na evolugdo do tumor de Walker-256 foi examinado em ratas
inoculadas com células tumorais em um ou mais sitios simultaneos
subcutaneos (SC) na regido lombar dorso-toraxica. Regressdes tumorais
significativas foram obtidas quando doses menores de MAPA foram
administradas em animais inoculados em 1 sitio SC. A possivel relevancia
dos mecanismos do hospedeiro na atividade do MAPA foi estudada em
animais imunodeprimidos que receberam inoculacédo unifocal de células de
Walker-256. Os resultados sugeriram a participacdo dos mecanismos de
defesa na atividade antitumoral do MAPA. As analises das populagbes

celulares do sangue de ratas sadias tratadas com diferentes doses [P de
MAPA, Mgs(PO,), e NHMgPO, sugeriram que o mecanismo de agao do



MAPA esteja particularmente relacionado a presenca do ion Mg?* como um

dos principais componentes do composto.



SUMMARY

The in vivo effects of the protein magnesium ammonium
phospholinoleate-palmitoleate anhydride polymer, MAPA were investigated to
understand some of its mechanistic aspects. Preliminary evaluation of the
bioavailability of MAPA was carried out. A single dose of 750 mg/Kg was
intraperitoneally (IP) administered to male Wistar rats. After preselected time
periods magnesium ions (Mg®") analysis were carried out in digested samples
of plasma and target organs, by atomic absorption technique. The Mg?* was
rapidly absorbed, the mean t,, was 5,3 h over this dose and the area under

the curve (AUC) value was 255,9 pg/mL.h™". The same profile for the Mg*

plasma concentration versus time was observed when different doses of
MAPA were selected. However, different half-lives were obtained for each
dose and the AUC was not proportional to the dose. These results indicate
that the drug does not follow an one-compartment kinetic model. The effect of
different doses of MAPA on the Walker-256 tumor was examined. Female
Wistar rats were inoculated with the tumor cells, line A or subline Ar, in the
subcutaneous (SC) dorso-lumbar region, at one or more simultaneous sites.
Rats receiving one single SC inoculation of the tumor cells presented
significant regressions only when low doses of MAPA were administered. No
effects were observed in rats immunodepressed, suggesting that the
protective mechanisms could be involved in the in vivo antitumoral activity of
MAPA. It was also investigated the effect of different magnesium salts,
Mgs(PO,), and NH,MgPO,, as models of MAPA over blood cell populations
counts. The results suggested a possible role played by Mg?* in the activity of
MAPA, as one of its major components.



CAPITULO 1 : INTRODUGCAOQO



O objetivo principal da pesquisa quimioterapica visa, principalmente, a
descoberta de novos agentes capazes de inibir especificamente a
multiplicacdo viral e de células neopléasicas, sem afetar a divisdo celular
normal. O estudo de novas drogas contra inumeras infecgdes virais
sistémicas tem recebido especial atengdo nos ultimos anos devido,
principaimente, a descoberta do virus da AIDS (sindrome da
imunodeficiéncia adquirida). Em parte, devido a efetividade comprometida de
certos antivirais, muito pouco foi feito para desenvolver novos agentes
terapéuticos. O tratamento de infecgbes virais oportunistas relacionadas a
AIDS e ARC (“AIDS related complex”, ou seja, doencas relacionadas com
AIDS) com os presentes antivirais, iodoxouridina e azidotimidina (AZT,

zidovudina) é bastante complicado devido a toxicidade hematologica,
estando associados ao desenvolvimento de aplasias medulares e inibigcdo do
sistema imune.® # ® 5-lodo-2'-desoxiuridina (iodoxouridina) e 3’-azido-3-
desoxitimidina (AZT) tém sido associados com toxicidade medular, embora,
9-[(2-hidroxietoxi)metillguanina (aciclovir) ndo apresente toxicidade as celulas
progenitoras de granul6eitos in vitro.®> AZT é um potente inibidor da
hematopoiese in vitro e as células progenitoras de eritrocitos sao
particularmente sensiveis a sua aco, possiveimente explicando a hipoplasia
medular que ocorre durante a administragao de AZT in vivo.*"’

lodoxouridina foi a primeira droga usada para o tratamento de herpes
keratitis, uma infeccdo ocular que ameaca a visdo. Aciclovir & um
nucleosideo purinico com atividade contra ambos os tipos de herpes, animal
e humana.*"°

Devido a ineficiéncia relativa das drogas antivirais, novas propostas
para a terapia da AIDS e ARC tém recebido especial atenc&o nos ultimos
anos, por exemplo, o uso combinado de antivirais e modificadores da
resposta bioldgica. Um modificador da resposta biolégica € um agente
terapéutico que influencia os mecanismos de defesa préprios do hospedeiro

para agirem contra células infectadas ou cancerosas. Os modificadores



bioldgicos compreendem uma ampla variedade de drogas incluindo
interferons, interleucina-2, fatores de crescimento hematopoiéticos,
horménios timicos, antioxidantes, fator de necrose tumoral-a, isoprinosina,
ciclosporina A, corticosterdides e vacinas.®

Infelizmente, este insucesso ndo esta limitado ao tratamento de
doencas infecciosas, cuja repercussdaoc mundial dentre a comunidade
cientifica parece estar, atualmente, sendo mérito de interesse da populagao
em geral. Vé-se, por exemplo, a atencéo dedicada, recentemenie, ao
assunto pelo Jornal Folha de Sao Paulo. Repercussdo esta, sem duvida,
promovida pela descoberta do HIV e pela facilidade com que ocorrem
mutacdes em virus e bactérias, devido a manipulacgdo génica € ao uso
indiscriminado de muitos antibidticos. O descaso com gue, em muitos paises,
sdo tratadas as entidades especializadas no estudo de novos agentes
infecciosos, faz com que haja riscos imediatos aos proprios profissionais
dispostos a se dedicarem ao assunto. A populagdo, na maioria das vezes
pouco informada, despreparada e desamparada pelos 0Orgaos
governamentais, & ainda mais vulneravel.

Durante as Gltimas décadas, foram observados grandes avangos, nao
menos importante, no controle de varias neoplasias humanas, antes
consideradas fatais. Entretanto, tais avancos ndo podem ser estendidos a
muitos tumores que ocorrem frequentemente em humanos. Portanto,
também é fundamental que novas drogas anticancer sejam identificadas.

Desde a descoberta, em 1940, de que o agente quimico, mustarda
nitrogenada, era capaz de induzir regress&o em seres humanos, o arsenal de
agentes citotoxicos anticancer expandiu-se rapidamente.'®?

A descoberta e o desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos
envolve varias fases. Este processo tem inicio com a aquisicdo de
compostos com potencial antineoplasico, os quais sofrem uma triagem inicial
através de modelos de selecdo in vitro e/ou in vivo. Juntamente com

reconhecidas instituicbes de pesquisa do céncer, tais como, o Instituto



Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI), a Organizagao Européia para
Pesquisa e Tratamento do Cancer (EORTC) e a Companhia Inglesa de
Pesquisa em Cancer (CRC), além de companhias farmacéuticas, a
Fundacéo Central Sul-Americana para o Desenvolvimento de Novas Drogas
Anticancer (SOAD) e grupos isolados de pesquisa estdo comprometidos com
o desenvolvimento de novas drogas anticancer.

Os compostos escolhidos nem sempre foram testados quanto as suas
atividades citotoxica ou citostatica em diferentes linhagens neoplasicas
celulares como parte do estagio pré-clinico de descoberta da droga. Muitas
vezes, um novo agente anticancer emerge a partir de uma descoberta nao
intencional, como o caso da cisplatina, um dos principais componentes
quimioterapicos capaz de curar o cancer testicular e produzir ampla resposta

aos carcinomas de pulmao, ovario e bexiga." Este agente foi descoberto
gracas a observacdo de que o crescimento da bactéria E. coli era inibido por
complexos de platina gerados em um campo elétrico entre eletrédos de
platina.?

A mustarda nitrogenada teve seu potencial antileucémico descoberto
apos a Segunda Guerra Mundial, depois de uma exploséo em circunstancias
de estocagem de gases de guerra, em Bari Harbor. Marujos expostos a
mustarda nitrogenada desenvolveram hipoplasia da medula 6ssea.’’

Antracenodionas também tém uma histéria de atividade ao acaso.
Originariamente sintetizadas como corantes estaveis, reconheceu-se serem
estes agentes - similares as antraciclinas - contendo uma estrutura de anel
planar e grupos laterais basicos, criticos para a intercalacao efetiva com
DNA. Isto levaria ao rapido desenvolvimento da mitoxantrona que apresenta
importante atividade contra o cancer de mama avancado e malignidade
hematologica, mesmo apresentando menor toxicidade aos tecidos normais

quando comparada as antraciclinas.'® #*



Uma recente descoberta foi a observacédo de que carboxamida-amino-
imidazol (CAl) interfere em varias etapas da cascata metastatica, sendo
primariamente sintetizada para o tratamento contra parasitas de galinhas.”

Estes exemplos demonstram que caminhos ndo convencionais
continuam sendo importantes na descoberta de novas drogas no processo
de aquisicdo e selecdo de compostos. Em geral, o processo de descoberta
de uma nova droga pode ser sumarizado em 2 estagios: uma etapa pré-
“clinica consistindo da descoberta e estagio atual de desenvolvimento, e um
estagio de triagem clinica. No estagio pré-clinico os agentes com potencial
citotdxico ou citostatico sdo identificados, envolvendo muitas vezes ©

isolamento do principio ativo, producdo em maiores quantidades, formulacao

da droga para uso em seres humanos e determinacdo do seu perfil
toxicolégico em animais, com a aquisicao de dados farmacologicos. Uma vez
determinada a dose inicial para estudos em seres humanos, o composto &
estudado em pacientes com neoplasias avancadas, resistentes aos
tratamentos convencionais, visando aferir o seu perfil de toxicidade e doses a
serem testadas em estudos subsequentes (fase clinica-1). Em estudos fase
clinica-ll, o espectro de atividade antitumoral do composto & determinado.
Uma vez identificados os tipos de tumores nos quais se obteve atividade
considerada de interesse, o composto é avaliado em estudos comparativos
ao acaso (fase clinica-llf), com intenc&o de estimar possiveis vantagens da
nova droga quanto a toxicidade e efeitos terape“zu’ticos.19

Atualmente, as duas classes mais excitantes de novos agentes
anticancer que integram a fase clinica sdo os taxanos, taxol e taxotreno, além
das camptotecinas semi-sintéticas analogas ao topotecano, CPT-11 e 9-
amino-camptotecina, cujo alvo € a DNAase nuclear topoisomerase |. Ambas
as classes de compostos preenchem os principais critérios para novas
drogas anticancer: novidade estrutural, mecanismo diferenciado e atividade
anti-tumores sélidos.*



1.1 DESCRICAOQ E BIOSSINTESE DO MAPA

O agregado protéico MAPA (Figura 1) é um agregado polimérico
extracelular de magnésio e fosfato de amdnio associado a uma proteina
basica e 4cidos linoléico e palmitoléico (principais componentes lipidicos). "

Sua estrutura foi denominada como um agregado de fosfolinoleato-
palmitoleato de aménio e magnésio protéico.”® Ele foi desenvolvido pelo
Centro de Desenvolvimento de Compostos com Atividades Biologicas de
Sao Paulo como um novo modificador da resposta bioldgica, tendo

inicialmente recebido o nome abreviado de SB-73.%
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Figura 1

A droga, antes conhecida como SB-73, foi inicialmente obtida de
Penicillium sp. ( linhagem PB-73 ) ou de Aspergillus sp. ( linhagem SB-

73)." % Em ambos os casos os processos de purificacdo e




descontaminacao eram longos e caros, inviabilizando a industrializacdo do
produto.

Atualmente, a droga MAPA pode ser isolada de Aspergillus oryzae
(linhagem A0-93) com alto rendimento e praticamente sem contaminacao
por bactérias ou leveduras.?® A biossintese do MAPA é obtida atraves de
fermentacao fungal em bioreatores esterilizados utilizando-se casca de arroz
como fonte de carbono e extrato de “bacto-beef” (DIFC0).**™

A droga MAPA é um sélido branco obtido como microcristais finos na
forma de um agregado polimérico como demonstrado por microscopia
eletrénica. E insolGvel em agua e solventes orgénicos, sendo parcialmente
solivel em dimetilsulfoxido e solivel em HCI 0,1 N (entretanto, sofrendo
rapida degradagao espontanea).”’

A anélise quimica quantitativa indicou os principais componentes do
MAPA como sendo: magnésio (Mg®"), aménio (NH,"), fosfato, acidos linoléico
e palmitoléico e proteina distribuidos como se segue:

a) proteina: 0,49 + 0,07 % (PM 10 KDa). A analise elementar forneceu a
formula CaosHe1aN204O016352. A composicdo de aminodcidos, determinada
apos hidrélise, foi (w/w): Asp, 7,19%; Thr, 3,56%, Ser, 7,56%; Glu, 8,53%;
Pro, 0,5%; Gly, 9,69%; Ala, 7,46%; Cys, 0,0%; Val, 1,0%; Met, 4 38%:; lle,
2 54%: Leu, 3,03%; Tyr, 0,5%; Phe, 1,0%; His, 2,83%; Lys, 3,56%; Trp,
1,3%; Arg, 35,2%.

b) fosfato: 45,2 + 2,7%.

¢) magnésio: 20,1 + 0,9%.

d) lipidios: 11,6 + 4,3% dos quais 22,7 + 5,0% acido palmitoléico; 42,9 +
2.0% acido linoléico e 32,0 + 3,0% acido linoléico oxidado.

e) amédnio: 10,0 + 3,3%.

Considerando-se todas as analises, a féormula empirica do MAPA pode
ser escrita como (C1gHasMgoNO21Ps)y(CazeHs1aN2040163S2)y, na qual a
primeira parte da molécula corresponde ao fosfato de amonio magnesio
polimérico e acido linolgico-paimitoléico, como principais componentes
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lipidicos, e a segunda parte a proteina. Segundo Duran e colaboradores®, os
espectros de infra-vermelho e ressonancia magnética nuclear revelaram que
os acidos linoléico e palmitoléico encontram-se como um anidrido organico
do acido fosférico, a razdo fosfato/magnésio determinada foi de 2,34 + 0,14,
Peso unidade molecular = 804 Da
Numero de unidades = 391
PM proteina = 10 KDa
PM total (médio) = 316 KDa.***

As amostras de MAPA s3o analisadas periodicamente por
métodos quimicos tradicionais, e controles microbiologicos sao feitos

rotineiramente.?%-%°

Amostras solidas sao estaveis por um periodo de 2 anos a temperatura
ambiente e expostas & luz. Amostras sollveis n&o sdo estaveis senao por

um periodo de uma semana quando armazenadas a 4°C.**%

1.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO MAPA
1.2.1 Toxicidade

Em estudos preliminares de toxicidade em membranas celulares,
fosforilacio oxidativa e transporte de calcio em mitocdndrias de figado de
rato ndo foi observada nenhuma disfuncdo a uma concentragdo de 100
ug/mL.2

Experimentos de citotoxicidade in vitro utilizando-se células
fibroblasticas de ramster chinés linhagem V-79 ndo mostraram toxicidade até
uma concentracdo de 120 ug/mL. Nesta concentracdo o valor 1Dsy nédo foi
alcancado.?

Alteracbes citogénicas em linfocitos induzidas por agentes
mutagénicos, carcinogénicos ou poluentes ambientais toxicos sado

usualmente monitoradas pela frequéncia numérica e estrutural de trocas de
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cromatides irmas, aberracdes cromossdmicas, indice mitotico e progressao

do ciclo celular. Todas estas analises ndo mostraram diferencas entre

culturas controle e tratadas com a droga, estando dentro dos valores
normais, em concentracdes de 100 pg/mL.2

A droga também nao interferiu na viabilidade de células infectadas com
o virus HIV-IIIb, ndo mostrando efeito sobre a replicagao viral.”’

Em estudos pré-clinicos, doses orais de 30 g/Kg de peso corporal
foram administradas, por gavagem, em um grupo de 10 camundongos
albinos. Nenhum oébito foi registrado apdés um periodo de 14 dias de
observacao. Um valor de 2,71 + 1,55 g/Kg de peso corporatl foi obtido para a
LDs, apds administracao intraperitoneal. Todas as mortes ocorreram 48 h

apés a administracio do composto por colapso respiratorio. Exames
microscopicos revelaram uma larga congestdo dos vasos sanguineos na
cavidade peritoneal. Doses subcuténeas de 30 g/Kg de peso corporal nao
mostraram nenhum efeito em camundongos em um periodo de 14 dias de
observacio.’

Também foi feito um estudo de toxicidade subcrénica (30 dias) em
macacos prego (Cebus apella). Foram utilizados trés grupos de animais:
animais testemunha, animais controle, usados como padrao para ©
procedimento anestésico e administracdo de solugdo salina segundo o
tratamento dos animais com a droga ativa, e animais tratados por via
intramuscular com trés diferentes doses definidas como dose baixa (5
mg/Kg), dose média (10 mg/Kg) e dose alta (30 mg/Kg). Os seguintes 6rgaos
e estruturas foram dissecados dos animais e embebidos em parafina para
estudos microscopicos: medula 6ssea, rins, glandulas adrenais, estdmago,
esdfago, bexiga urinaria, intestino, placas de Peyer, figado, bago, linfonodos
e pulm&o. Um aumento principalmente no numero de linfocitos foi observado
em todos os animais tratados. Nenhuma alteracdo morfoldgica ou
degenerativa foi detectada em células do sangue. Reducé&o nos niveis de

colesterol e trigiicérides dos animais tratados foi observado sem alteragao




nos niveis plasmaticos de glicose, proteinas totais, albumina e transaminase
glutamo-pirGvica (GPT). Ademais, um aumento nos niveis de transaminase
glutamo-oxaloacética (GOT) e gama-glutamil-transpeptidase (y-GT) foi
observado, além de ndo menos importante, nos niveis de desidrogenase
latica (LDH). Nao houve alteragcbes morfoldgicas nos 6rgaos estudados.
Macacos submetidos a dose média mostraram ganho de peso, enquanto que
0 oposto ocorreu em macacos tratados com dose alta. Como conclusao,
nenhum efeito toxico pbde ser atribuido as pequenas alteracdes dos
parametros bioquimicos normalizados apés 30 dias da administracao da
1, 32

droga.
Os estudos de toxicidade subcrénica (90 dias) também foram efetuados

em ratos Wistar de ambos os sexos utilizando-se doses de 1 (dose baixa), 10
(dose média) e 100 mg/Kg/dia (dose alta). Nenhuma alteracdo macroscopica
na pele, pelos ou mucosas foi observada. Globulinas aumentaram
proporcionalmente a dose, sem quaisquer disfuncdes hepaticas. O exame
histopatolégico dos 6rgaos e estruturas mostrou resultados normais, embora
as células linféides (B e T) estivessem aumentadas em torno das artérias
peniciliares e centros germinativos. Mesmo as doses média e alta nao
exibiram efeitos toxicos apds 90 dias de tratamento.” *

Estudos de toxicidade reprodutiva e pos-natal foram conduzidos,
utilizando-se 0 mesmo protocolo dos estudos de toxicidade subcrénica (S0
dias), em ratos Wistar. Os resultados reforcaram aqueles obtidos nos
estudos anteriores. A administracido do composto induziu um aumento dose-
dependente principalmente dos linfécitos e sem alteracbes morfologicas.
Uma avaliacdo comparativa entre os espermatozéides dos animais matrizes,
tratados e controle, ndo mostrou alteragdes morfofuncionais. Exame
histopatolégico dos orgdos e estruturas revelou estarem dentro do padrao
normal, embora em alguns casos fosse observada uma densa populagdo
celular, principalmente de células reticulares e linféides. No estudo da

descendéncia nenhuma diferenca estatistica significante foi observada entre
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o numero individual de filhotes das matrizes tratadas e controle. A analise
dos resultados do desenvolvimento interno e externo revelou que nenhuma
das alteracdes observadas estavam relacionadas a administracdo da droga
antes ou durante os periodos de gestagao e lactacdo.’

O possivel efeito teratogénico da droga no desenvolvimento intraocular
de enxertos de germe dental de fetos de camundongos foi investigado. Os
germes foram dissecados e mantidos em meio de cultura até serem
enxertados na camara anterior de animais adultos da mesma linhagem. Os
animais tratados receberam 30 mg/Kg de peso corporal (IP) por 7-9 dias e
entdo foram sacrificados para andlise histopatoldgica dos olhos. A despeito

da alta dose do composto utilizada, nenhuma mudanga no desenvolvimento

dos germes foi observada nos olhos dos animais, exceto uma pequena
presenca de tecido mineralizado em rela¢éo aos controles. Um discreto efeito
anabolizante da droga foi observado, sem se tratar, no entanto, de um efeito
citotoxico ou citostatico no sistema celular.™

O potencial teratogénico no desenvolvimento de estruturas também foi
estudado durante a vida fetal do camundongo. Camundongos fémeas foram
injetados IP com 30 mg/Kg da droga durante o 13° e o 16° dias de gestac&o.
Apbs o sacrificio, as cabegas dos fetos foram descalcificadas por 7 dias e
preparadas para analise histopatolégica. Embora uma alta dose de droga
tenha sido utilizada, ndo houve interferéncia com o desenvolvimento intra-

uterino das estruturas analizadas ou na proliferacéo celular.*
1.2.2 Agdes Farmacologicas
Atividade antiviral in vitro
Células dipldides foram submetidas a diferentes concentragbes da

droga utilizando-se dois procedimentos diferentes: 1) inibicdo da adsorgao

viral no sistema do hospedeiro; e 2) capacidade inibitéria da droga sobre a
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adsorcdo viral em células previamente infectadas. Em ambos 0s
experimentos, virus de RNA envelopados e néo-envelopados (virus da
stomatitis vesicular e poliovirus respectivamente) e virus de DNA
envelopados e ndo-envelopados (herpes simples tipo 1 e adenovirus tipo 5
respectivamente) foram utilizados. Os resultados indicaram que a droga
protege apenas contra adsorgdo viral dos virus envelopados ( virus da
stomatitis vesicular e herpes simples tipo 1). Com respeito a atividade
terapéutica da droga in vitro, efeito citopatogénico (inibicdo total do efeito
microscopico), foi encontrado: herpes simples tipo 1 (inibicao total a 50
ug/mL), adenovirus tipo 5 ( inibigdo total a 100 ug/mL), virus da stomatitis

vesicular (inibicdo total a 100 ug/mL) e poliovirus 3 (ndo houve inibicgo acima

de 200 pg/mL). Nesta faixa de concentracdo ndo houve efeito citotoxico
sobre as células.

As propriedades anti-HIV do composto também foram estudadas. O
composto dissolvido em dimetilsulféxido foi adicionado a cuituras de linfocitos
T4 (linhagem CEM-IW) e entdo expostas ao HIV-1. Células nao-infectadas e,
células infectadas e tratadas foram usadas como controle basico.
Essencialmente, as células T4 morreram com a infecgao viral. Os resultados
do experimento in vitro mostraram que o composto é inativo contra o virus
HIV tipo 1.] ;

Atividade antiviral in vivo

Testes realizados em aproximadamente 250 cachorros infectados com
parvovirus mostraram que o tratamento com 20 mg/10-15 Kg de peso
corporal por trés dias resultou na recuperagdo de mais de 85% dos animais.
Resultados similares foram obtidos em cachorros portadores do virus da
cinomose, mas apenas durante o primeiro estégio da doenca, ou seja, antes

de atingir o sistema nervoso central. Estes resultados mostraram que a droga
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tem acao antiviral in vivo contra parvovirus e virus da cinomose em
cachorros.

Atividades imunoestimulantes preliminares

Foi estudado o efeito da droga na linfoproliferacdo de celulas
esplénicas provenientes de camundongos Baib/c. Os resultados mostraram
claramente que 0,1 ng do composto produzia um efeito linfoproliferativo 3,3
vezes maior em relacdo ao controle, o qual corresponde a 63% da
capacidade de 1 ug de concanavalina A, usada como representante de efeito
mitogénico positivo." *

A inducdo na formacdo de coldnias de células esplénicas pelo
composto foi testada em camundongos divididos em grupos para o sacrificio
ap6s diferentes tempos da inoculagdo da droga. Nos camundongos tratados
com 1,7 ng (80 ng/Kg) a formacado de coldnias foi gradualmente observada
nas células esplénicas. Nos animais controles valores de 216 + 8 para IgM e
1105 + 60 para IgG foram obtidos apds 96 h. Por outro lado, valores de 230
+ 15 e 2032 + 95 para as mesmas imunoglobulinas foram obtidos apés o

tratamento com a droga.™ *°

Atividades antitumorais

A citotoxicidade do composto foi estudada contra 53 linhagens de
células tumorais, representando 8 tipos diferentes de tumores. O composto
ndo demonstrou nenhuma citotoxicidade significante nas células tumorais.*’

Entretanto, efeitos antitumorais in vivo contra o linfosarcoma-180
(tumor solido) foram observados em camundongos tratados com doses
diarias de 80 ug/ml. aplicadas na parte superior do pescoco, durante 8 dias a
partir do quarto dia apds o transplante dos tumores. A queda dos tumores da

superficie ocorreu durante os 10 dias seguinies e dentro de algumas
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semanas houve completa cicatrizagdo. Nenhum dos animais controle
sobreviveu e 0s animais que nao foram submetidos ao transplante tumoral,
mas que foram tratados segundo o mesmo procedimento, sobreviveram sem
quaisquer sinais de toxicidade.’

O efeito antitumoral da droga in vivo, também foi investigado em
camundongos que receberam diferentes concentragbes de células tumorais
de Ehrlich. Dentre o grupo que recebeu 7 milhdes de células tumorais, todos
0s animais ndo-tratados morreram apés 27-30 dias, enquanto que todos 0s
animais tratados com 80 ug/Kg sobreviveram. Quando 12 milhdes de células
foram inoculadas, os animais nao-tratados morreram apos 20-22 dias. Dos
animais tratados com a mesma concentracao de droga, 80% se recuperaram

completamente.”

Um caso particular de um cachorro portador de um carcinoma
spinocelular com 3 cm de didmetro, na regido anal, foi tratado durante 90
dias consecutivos com 80 ug/Kg, com total regressao tumoral.?

Em outro estudo, ratos congénitos WAB/Not e camundongos Balb/c
foram transplantados com o carcinoma mamaério (SP-1) e o plasmacitoma
(SP-2/0/Ag14). Apés o tratamento com 80 ug/Kg observou-se que um grupo
de ratos e camundongos tiveram um aumento na sobrevida até a 21% e 23°
semanas respectivamente, em relacdo aos animais nao-tratados que
morreram entre a 102 e a 112 semanas. Também observou-se nestes
experimentos que o0s tumores nos animais controle cresceram
progressivamente, havendo estabilizacio nos animais tratados entre a 8% e a
142 semanas apds o transplante, mesmo sem haver regressao tumoral.
Neste Glimo caso, a nao regressédo foi atribuida ao curto periodo de
tratamento (7 semanas, a contar da 42 a 10%. Embora ndo houvesse
regressdo tumoral, estes resultados s&o0 importantes ja que o crescimento
tumoral foi inibido entre a 10% e 15° semanas sem qualquer administracao
extra da droga.’
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1.2.3 Estudos Clinicos

Uma relacdo dose-resposta foi calculada dos experimentos de
citotoxicidade e células esplénicas formadoras de coldnias. Entdo, duas
doses de 5 mg/mL foram administradas intramuscularmente, em dias
alternados, a dois voluntarios. Um aumento de 2,3 vezes no numero de
linfécitos totais foi observado 15 dias ap6s a ultima dose e um aumento de
3,7 vezes na linfoproliferacéo induzida por fitohemaglutinina em cultura. Os
parametros hematolégicos ndo se alteraram antes e depois do tratamento,
bem como as taxas de bilirrubina, transaminases, fosfatase-alcalina e vy-

globulina. Nenhum efeito colateral foi observado. O aumento na contagem de

linfocitos foi observado sem diferencas significativas para ambos 08 Sexos.
Aumento na incorporacao de timidina em culturas de linfocitos provenientes
de individuos controle ap6s a adicdo do sobrenadante de culturas de
linfocitos dos voluntarios tratados foi observada. A incorporagdo isotopica
aumentou de um valor controle de 44.193 + 370 para 74.153 + 1101 cpm. Tal
resultado, bastante interessante, € aparentemente devido & produgé&o de
interleucinas apds o tratamento in vivo.*® Triagens preliminares controladas
em pacientes aidéticos vém sendo conduzidas visando estabelecer um
protocolo especifico para a terapia da AIDS. Da mesma forma que a
evolucéo de diferentes tipos de cancer em pacientes voluntarios vem sendo
acompanhada com resultados promissores.™

Os importantes resultados preliminares obtidos quanto a atividade
terapéutica da droga MAPA podem ser considerados causa dos esforgos
inferidos pela comunidade cientifica, nos ultimos anos. Segundo Duran e
colaboradores', as alteracdes da resposta bioldgica provocadas pela droga
MAPA quando administrada em animais experimentais, sugerem estar
relacionadas ao sistema imune. A analise quimica quantitativa do MAPA
impulsionou a especulagdo acerca da relagdo entre os principais

componentes da macromolécula e a agao farmacolégica observada.
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A importancia do magnésio para uma grande variedade de processos
bioquimicos e fisiolégicos relacicnados a saude e principalmente, o©
conhecimento do papel exercido por este fon na funcao imune, sugerem uma
possibilidade de que a atividade do MAPA esteja relacionada a presenca do
magnésio, como um dos principais componentes da macromolécula.*®*’
Portanto, uma revis&o das particularidades deste ion, potencial terapéutico e

seu critico papel na funcéo imune é bastante oportuna.

1.3 O MAGNESIO E O SISTEMA BIOLOGICO

Existe uma evidéncia indireta para a existéncia de compostos de

fosforo inorganico labil em certas algas e fungos. Alguns autores tém
demonstrado a habilidade das mitocéndrias do cérebro, puimao e figado de
rato em acumular uma quantidade respeitavel de ions magnésio (Mg®") e de
ortofosfato.*® Da mesma forma, foi demonstrado que em céiulas de levedura,
os ions Mg?* acumulam-se principalmente nos vactolos.*® *' O magnésio é o
quarto cation mais abundante do organismo e tem sido objeto de muitas
investigacdes. Existe aproximadamente 20 mM de Mg**/Kg de tecido sem
gordura, no organismo de um adulto normal. Em um individuo mediano
contendo 20% de gordura e pesando 70 Kg, esta quantidade equivaleria a
1200 mM; o que corresponde & aproximadamente 20 - 28 g de Mg?*. Cerca
de 50% do Mg** existente se encontra localizado nos ossos, sendo que 30%
deste é intercambiavel. No entanto, a movimentacdo desta fracado € muito
baixa em contraste com o que ocorre em criangas. Usualmente, em torno de
30% da ingestao de Mg*" diaria sera absorvida, podendo ser aumentada para
50% nos casos de caréncia deste cation. O fato de que aproximadamente
45% do Mg se encontra intracelularmente pode desacreditar a nogédo de se
considerar o cation Mg como um elemento traco.** *> Como o Mg* é o
segundo principal cation intracelular, sua importancia & obvia. De fato, o

Mg®* é essencial para a ativacdo de mais de 300 enzimas no organismo. Foi
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demonstrado que o magnésio elementar & essencial para o armazenamento
e a utilizacdo da energia.”® Com efeito, a clorofila, pigmento verde das
plantas, ndo poderia ser sintetizada sem a presenca do Mg®*.** O Mg®" tem
um papel significativo no processc de acoplamento excitacdo-contracao da
musculatura lisa e esquelética; é crucial para a integridade mitocondrial,
fosforilacdo oxidativa, sintese protéica, estabilidade dos acidos nucléicos e
permeabilidade das membranas.*® >

Por nédo ser rotineiramente medido, ainda existem dificuldades acerca
da avaliacdo da importdncia biologica e farmacologica deste cation. O

problema real acerca do papel desempenhado pelo Mg n&o é “como” mas
“onde” ele estaria envolvido!

1.3.1 “A Historia do Magnesio”

Aproximadamente 60 anos atras, observou-se arritmia cardiaca em
ratos submetidos & uma dieta deficiente em Mg®*, embora alteragdes
morfolégicas ndo tenham sido documentadas.’” Este resultado fez emergir
um interesse renovado pela importancia cardiovascular do Mg?" e intensa
pesquisa experimental se seguiu em humanos. Foram encontrados niveis
mais baixos de Mg”" no soro de pacientes infartados do que em individuos
saudaveis. Além disso, registrou-se uma diminuicdo de 30% no contetdo de
Mg?* no miocardio infartado de pacientes devido ao infarto do corag&o.®> *°
Embora, tanto 0s dados experimentais em animais e humanos parecam ser
convincentes, o uso clinico do Mg®" permanece limitado. Foi a descoberta
dos antagonistas do célcio e a introducdo bem sucedida na terapia
cardiovascular que proporcionou um segundo renascimento do Mg®* nos
anos setenta. Com relacdo a este possivel beneficio terapéutico, a
administracdo do Mg*’ foi sendo recomendada em espasmos de artérias

coronarianas, outras doencas vasculares acompanhadas por vasoconstricao,




hipertensdo, cardiomiopatias, infarto do miocardio, arritmias, trabalho de

parto prematuro e eclampsia.®® **

1.3.2 Farmacocinética do Magnésio

Aproximadamente 300 mg (25 mEq) de Mg?* sdo ingeridos por dia em
uma dieta normal. Um terco do Mg?* total ingerido é absorvido pelo trato
gastrointestinal (jejuno e fleo).”® Segundo Hardwick e colaboradores™, a
maioria dos estudos em humanos e animais, onde diferentes métodos
experimentais foram utilizados, bem como a dieta, idade e as condigcdes em

que o Mg®" foi encontrado, sugerem que uma significante proporgéo de Mg*”,

sendo o total, sejam absorvidas no intestino distal, ou seja, pelo ileo e colon.
O Mg*" pode cruzar o epitélio do intestino através de trés mecanismos:
difusdo passiva, transporte ativo e arraste por solvente. A principal forca
direcional para difus&o passiva é o gradiente quimico através do epitélio. No
intestino delgado as evidéncias, reforcando o transporte ativo, derivam
principalmente de observacdes indiretas de que a velocidade de absorgao do
Mg?* ndo permanece constante (ou linear), com o aumento da concentragao
de Mg®". Tais observacdes sugerem, mas nao estabelecem, a existéncia de
um mecanismo de transporte saturado, mediado celularmente, para o Mg**
no intestino delgado. Por exemplo, € possivel que altas concentracbes de
Mg?* possam reduzir a permeabilidade de “tight junctions”, que em um todo
podem levar 8 uma redugdo na velocidade de absor¢&o difusional do Mg**,
resultando na participacdo de um mecanismo saturavel. Ademais, ©
mecanismo absortivo ativo que existe no célon descendente, provavelmente,
é importante apenas sob condicdes anormais de baixa ingestao de Mg?®" ou
rapido crescimento. Sob as condicbes usuais de ingestao de Mg**, se
esperaria que 0 mecanismo ativo fosse saturado e, portanto, a absor¢ao do
Mg®" passaria a ser mediada através de mecanismos difusionais e arraste

por solvente.*



Os 20% do Mg sérico total sdo filtrados pelos rins. Sob condigoes
normais, 3500 mg de Mg*" s&o filtrados a cada 24 h e 100 a 150 nEg/L sao
excretados na urina. Uma vez filtrado, 20 a 30% do Mg** s&o reabsorvidos na
parte proximal, 50 a 60% a nivel da alga de Henle (ramo ascendente), e de 1
a 5% a nivel da parte distal.*

A absorcdo de Mg”® depende de uma série de fatores: o mais
importante &€ a concentragdo de Mg®" plasmatico presente no organismo.
Com um nivel de Mg** endégeno alto o organismo néo aceitarad mais Mg** da
dieta. Existem evidéncias para um componente saturdvel de absorgdo do Mg
no intestino delgado e colon descendente que é importante em dietas

restritas em Mg.>® Existem outros fatores que podem afetar os niveis

plasmaticos de Mg, reunidos na tabela 1.

O volume de fiuido extracelular (ECF) através de um fendémeno de
diluicdo pode influenciar nas concentracdes séricas de Mg. A medida que o
ECF aumenta, a concentracao sérica de Mg diminui.®

Doses farmacolégicas de vitamina D (1,25-dihidroxicolecalciferol)
aumentam a absorcdo de Mg®* em animais deficientes ou ndo em vitamina
D. Os dados disponiveis sugerem que uma significativa parcela da absorcao
do Mg* seja independente de vitamina D, por persistir em condigbes de
deficiéncia de vitamina D. Entretanto, a saturacdo de vitamina D esta
associada com aumentos na absorcdo de Mg®. Em animais e humanos
saturados com vitamina D submetidos a doses farmacolégicas de vitamina
D, observou-se aumento na absorcdo de Mg, enquanto que, flutuagdes
expontaneas nos niveis circulantes de 1,25-dihidroxicolecalciferol tiveram
pouco efeito no transporte de Mg®*. A importéncia da absorcéo de Mg**
estimulada pela vitamina D na homeostase total do Mg?* permanece incerta,
particularmente a luz de um drastico aumento na excregéo urinaria de Mg*",
gue tem sido associado & administracéo de vitamina D.*> *°

Baixas concentracbes séricas de caicio podem criar uma situagao de

Mg** sérico elevado, o que n&o € uma surpresa ja que o Mg®* foi identificado
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como um blogueador natural do caicio no organismo.”® Resultados de
estudos preliminares ndo excluem um efeito adaptativo do calcio (Ca®") sobre
o transporte de Mg® no intestino. O Ca*" pode afetar indiretamente a
absorcdo do Mg*>' através de mudangas nas concentracbes séricas dos
hormdnios reguladores do Ca?*. Alteragdes na concentragdo sérica de Ca”*
sdo conhecidas por afetarem ndo s6 o 1,25-dihidroxicolecalciferol, mas
também o hormodnio paratiredideo (PTH). Embora o efeito do 1,25
dihidroxicolecalciferol sobre a absorgao de Mg nao tenha sido prontamente
elucidado, PTH aumenta a absorcdo de Mg® em ambos, humanos e
animais. A maneira precisa pela qual PTH afeta a absorgéo de Mg?*,
entretanto, é incerta. Embora o envolvimento de 1,25-dihidroxicolecalciferol e

PTH em mediar as interacdes entre Ca** e Mg®* no intestino ndo esteja ainda
totalmente esclarecido, estes horménios s&o provaveimente mais
importantes na adaptagao a longo prazo aos niveis de Ca** e Mg®* da dieta,
do que mediarem flutuagbes de curto prazo. Em adi¢éo, evidéncias in vitro
sugerem que existe uma relagdo entre Ca>* e Mg®" no intestino independente
destes horménios.*

Também foi observado que o Ca®* pode indiretamente afetar a
absorcdo do Mg®* através de mudancas na permeabilidade de membrana. A
permeabilidade da membrana intestinal &€ sensivel a alteragbes nas
concentracdes de Ca®* e Mg®. Pesquisadores encontraram que uma
diminuicgo, tanto de Ca®', quanto de Mg®, aumenta a permeabilidade da
“tight junction” e entéo, aumenta a difusdo através do caminho paracelular.
Uma vez que a diminuicdo de Ca®** e Mg®" no limen é um estado extremo,
poder-se-ia propor que alteragdes fisioldgicas nas concentragdes de Ca” ou
Mg® no limen também influenciariam a difusdo através do caminho
paracelular, podendo ser importante na regulagdo do transporte de cations
através deste caminho.®® Futuras investigacbes, entretanto, s30 necessarias
para confirmar tal hipotese e para determinar sua importancia na regulagao
do transporte de Ca** e Mg** de curto e longo prazos.




Tabela 1: Fatores que podem afetar o nivel de magnésio sérico @

Hipermagnesemia Hipomagnesemia

aumento da concentracdo de fosfatos | acidose aguda

pancreatites aguda

alcool (inibigao direta da reabsorgdo)

diminuico da concentracdo de Mg™ | resseccéo do intestino

induzida por drogas

altos niveis de PTH aldosterona

anfotercina

caicitonina

carbenicilina

digoxina

diuréticos

gentamicina

hormédnio do crescimento

ticarcifina

tobramicina

tiroxina

excessiva ingestio de sédio

hipercalcemia

aumento de ECF

ma absorcéo

diurese osmatica

ma nutri¢do protéica

ma nutrigdo calérica

enfermidade tireoideana

{a) Modificada da referéncia 44.

As concentracdes séricas de fosfato estdo diretamente relacionadas as
concentracdes séricas de Mg®". A medida que os niveis séricos de fosfatos
diminuem, os niveis de Mg®* também caem. Estudos entre interacdo de

fosfato e absorcao de Mg sao tao importantes quanto aqueles da interacéo
entre Ca®* e Mg®'. Entretanto, os dados sugerem que a interagcdo entre



fosfato e Mg* no intestino & complexa e dependente de muitas variaveis, tais
como idade e ingestao diaria de Mg®* e fosfato.*

As interacdes intestinais entre Mg®* e Ca® ou fosfato vém sendo
demonstradas em animais e humanos; entretanto, a natureza destas
interacbes ndo podem ser prontamente explicadas através dos dados
disponiveis na literatura.

1.3.3 Determinacéo dos Niveis Séricos de Magnésio

O nivel normal de Mg?' no soro e plasma esta entre 1,6 e 2,1% nEg/L.
Exceto no periodo neonatal, os niveis séricos ou plasmaticos em criangas e

lactentes correspondem aproximadamente aqueles encontrados em adultos.
Ao redor de 50 e 55% do magnésio sérico esta ionizado, podendo afetar a
excitabilidade neuromuscular. As concentracbes intracelulares e
extracelulares de Mg®* podem variar independentemente, e um déficit em um
compartimento pode ndo ser acompanhado por uma troca significativa em
outro compartimento.®

Ja que o Mg®* se encontra predominantemente dentro da célula é
provavel que trocas no contetdo intracelular reflitam em possiveis
anormalidades mais do que variagdes séricas de Mg?*. Assim sendo, onde
poderia ser medido o Mg®* tecidual? O sangue como tecido, ao qual se tem
facil acesso, oferece tais possibilidades. Do ponto de vista metodologico, a
determinacdo de Mg?' no sangue inteiro ou nos eritrcitos € totalmente
possivel.”” No entanto, o conteido de Mg*> dos eritrocitos depende do
suprimento de Mg? durante a eritropoiese e da idade do corplsculo
vermelho. Como consequéncia, a determinacao de Mg®* no sangue total ou
nos eritrécitos leva a falsos resultados. Além disso, observa-se que a medida
do conteido de Mg®* no sangue total estd obsoleta € ndo tem nenhuma
importancia diagnostica. Dai a especulagdo acerca de outros corpusculos

sanguineos, como por exemplo os linfocitos, que poderiam adequar-se para



detectar trocas intracelulares no conteido de Mg®*.*® Foi demonstrado, por
exemplo, que em pacientes que sofreram um infarto cardiaco agudo, as
concentracdes de Mg?* nos linfécitos podem ser um modelo da concentragao
intersticial do miocardio. Entretanto, em estudos mais recentes, correlagdes
validas nao foram encontradas, como consequéncia de lesbdes celulares ou
subcelulares que provocariam a liberacdo de Mg® de seu compartimento
celular ou subcelular podendo precipitar na presenga de sais de fosfato. Esta
parte precipitada foi entdo repassada as determinag¢des como se fosse atual,
ndo se levando em conta o fato de que nao é funcional, sen&o “morta”, do
ponto de vista do metabolismo celular. Assim, concluiu-se que as
Concentragc')es de Mg® no soro, em células nucleares circulantes e no

musculo esquelético teriam pouco valor prognéstico para assegurar 0s niveis
de Mg®* no miocardio de humanos com faléncia cardiaca. Entretanto, poder-
se-ia estabelecer que o contelido normal de Mg® tecidual n3o significa
obrigatoriamente niveis de Mg®* funcional existentes intracelularmente. Por
outro lado, uma redugdo nas concentracbes de Mg*" tecidual (n&o
sanguineas) € um indice incondicional de uma diminuicdo do conteudo no
tecido.%>%*

Em geral, se pode concluir que obter informagdes acerca da deficiéncia
de Mg®* no organismo & extremamente complicado, particularmente em um
6rgac ou tecido determinado.

Entretanto, os niveis de Mg* sérico oferecem possibilidades uteis
quando se quer detectar trocas extremas no equilibrio do Mg?*. Este
parametro pode ser usado no caso de nao se ter mais informacgdes acerca de
qualquer outro 6rgao que sofra deficiéncia deste cation, ja que a
determinacdo e o monitoramento das concentracbes teciduais reais €
praticamente impossivel.’% *®

Apesar de todos os avancos conquistados pela comunidade cientifica,
a importancia da deficiéncia de magnésio ndo foi ainda reconhecida

universalmente. Além das dificuldades técnicas mencionadas, a principal




razao para esta atitude se baseia, principalmente, nos sintomas mal definidos
e nao especificos pelos quais a deficiéncia de Mg®*, embora absolutamente
diferente da caréncia de vitaminas, se manifesta. Entretanto, uma diminui¢éo
nos niveis de Mg*>* & considerada uma consequéncia de origem patogénica.
Isto ndo surpreende ja que o Mg®* & indispensavel em numerosas atividades
enzimaticas e, provavelmente, atuando como um antagonista natural do
Ca®. J& a hipermagnesemia se produz mais raramente, estando
principaimente associada & doencgas renais.*® *

Os sintomas da deficiéncia ou do excesso de Mg**, em geral, nédo
ocorrem em humanos apenas como resultado de fatores nutricionais: as

desordens gastrointestinais e endécrinas, incluindo diabetes, as doengas

renais e do coracdo, o aicoolismo, a malnutricao protéico-calorica € a
desnutricdo advinda de tratamentos para a obesidade, podem causar um
desbalanco de Mg?* resultando em problemas fisiolégicos.***

Existem evidéncias acumuladas sobre o papel do Mg?* no controie do
ciclo celular, de bactérias a células humanas. Em microorganismos, a
sequéncia de eventos coordenados, culminando na duplicacdo da biomassa
e divisdo celular, pode ser modulada através da expressao de efeitos
diferenciais de Mg** durante o ciclo celular. Por exemplo, tem sido sugerido
que o crescimento e a divisdo celular em bactérias possuem diferentes
afinidades por Mg?"; em leveduras, o ciclo celular dependente do fluxo de
Mg?" intracelular é responsavel por regular a proliferagdo celular.”® O
contedo de Mg* nos tecidos e no sangue parece ser regulado
geneticamente.*> ®* ®' Como as concentracbes de Mg*" no plasma e nas
células vermelhas do sangue sado controladas geneticamente, muitos
investigadores tém sugerido que este fator genético magnésio-controlador
teria um importante papel no processo imune e nas reagdes de estresse. isto
ndo surpreende, considerando-se que a participagdo do Mg®* no processo
imune esta consideravelmente esclarecida.®#% ° 0. 6269
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Nas céluias de mamiferos, 0 magnésio € importante por governar 0s
passos chaves fimitantes da velocidade no ciclo celular, particularmente
durante a sintese de DNA e na mitose. Ademais, foi demonstrado que a
transformacao celular pode causar perda seletiva da funcéo reguladora do
Mg®*, evidenciando sua importancia em oncogénese € na expresséo da

malignidade. 6 58 9. 85.69.70

1.3.4 O Magnésio e o Sistema imune

O papel do Mg®* na funcdo imune vem sendo considerado devido &
grande variedade de enzimas dependentes de Mg®* e sua participagao critica

na barreira das vias ibnicas. O Mg®* participa na resposta imune de varias
maneiras, tendo um papel crucial em reacdes que afetam a
imunocompeténcia.

Enquanto estudos dos efeitos in vitro do Mg na funcao imune $ao0
abundantes, existem ainda poucos estudos das consequéncias da deficiéncia
do Mg** in vivo; além disso, a maioria dos estudos in vivo foram executados
em camundongos e ratos.

A deficiéncia de Mg® em roedores prejudica a sintese de
imunoglobulina G (IgG) e a imunidade celular. As complicacdes advindas
incluem atrofia timica, niveis elevados de imunoglobulina E (IgE),
hipereosinofilia, histaminoses e deficiéncia na producdo de interleucinas.
Sequelas imunolégicas da deficiéncia de Mg®* em humanos podem ser
afetadas por controle genético da concentragdo de Mg?* nas células do
sangue. Ativacdo anormal do complemento, excesso na producdo de
anticorpos e maior suscetibilidade a alergias e infecgbes viral e flngica
cronicas também ocorrem. O Mg® parece ter uma fungado protetora em
reagdes alérgicas agudas. Os efeitos da diminuicao de Mg2+ em pequenos
animais s&o especificos para a espécie e a linhagem. Muitos dos efeitos

foram observados em ratos jovens. Dentre eles, destacam-se atrofia timica e



diminuic&o na producéo de timosina, diminuicdo da producéo de anticorpos,
seguida da sensibilizagéo por eritrocitos de carneiro, diminuigao da producao
de 7S-y-globulina (IgG) e diminuigdo no namero de coldnias de céluias
formadoras de anticorpos no bago. %% 80.83.65.67. 71,72

imunoglobulinas

A sintese de imunogiobulinas a partir de amino-acidos segue o
modelo geral de sintese de proteinas. O magnésio é reconhecido como um
fator essencial em muitos mecanismos envolvidos na sintese protéica: a)
ativacdo de enzimas catalisadoras da formacdo do RNAm (acido ribonuciéico

mensageiro), sintese protéica propriamente dita e também reacbes de
fosforitacdo oxidativa que fornecem a energia necessaria para a formacao
das ligagbes peptidicas; b) manutencdo das estruturas do DNA (acido
desoxirribonucléico), dos ribossomas, dos RNAs de transferéncia e
ribossomal; ¢) estabilizagio da interagdo entre RNA e ribossomas para que a
sintese de polipeptideos no complexo ribossomal possa proceder.** As
gama-globulinas compdem aproximadamente 1% das proteinas plasmaticas
e sdo responsaveis por grande parte da capacidade de resisténcia do
organismo, sob a forma de diferentes classes de imunoglobulinas (lg)
distintas antigenicamente. Muitos investigadores tém relatado uma
depressao nas y-globulinas em ratos com deficiéncia de Mg.*> # 4°.6%.57.72

Formas circulantes

A IgG é a classe de imunoglobulinas predominante no soro humano,
totalizando cerca de 70%. Ela é formada depois das IgM, na resposta imune
a um desafio antigénico. A reducéo desta fracdo é a principal responsavel

pela redugéo na concentragao de y-globulinas em ratos e camundongos.**
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A IgM & a maior das moléculas de Ig e compreende 6% do total delas.
Ela € a primeira a ser formada em resposta a um estimulo antigénico e tende
a permanecer na circulagéo sanguinea.** **

A classe das IgA é intermediaria em tamanho entre as 1gG e IgM. Ela
compde cerca de 24% do total das Ig e predomina em secrecbes dos
sistemas respiratorio e gastrointestinal. Entretanto, o efeito da deficiéncia de
Mg?* nas IgA ainda n3o é definitivo como nas IgG;, IgG; e IgM.**

Normaimente presente em pequenas quantidades, a IgE é produzida
em elevadas quantidades em situagbes alérgicas. Estimulo antigénico de
células progenitoras cobertas por IgE causa a liberacdo de mediadores,
como a histamina, que sdo responsaveis pelos sintomas da alergia. Em
contraste ao efeito geral depressivo devido a deficiéncia de Mg**
apresentado em outras classes de Ig, observa-se um aumento da resposta
especifica de IgE em tal situacdo.”® Funcionaimente, a deficiéncia de Mg**
em roedores mostrou prejudicar a imunidade celular. O prejuizo na
imunidade celular e a diminuicdo nos niveis de IgG podem produzir
hipereosinofilia elevando o titulo de IgE.*° Bioguimicamente, a deficiéncia de
Mg®* em roedores implicou em niveis elevados de B-glucuronidase em
linfécitos e eritrocitos, e niveis baixos na mucosa gastrica. A B-glucuronidase
afeta as caracteristicas das membranas celulares e sua concentragdo
influencia a maturaco dos linfécitos T.%

Células formadoras de anticorpos

A quantificagao do numero de células formadoras de anticorpos (AFC)
fornece a habilidade do sistema imune humora! esplénico em responder a
um estimulo antigénico. A presenca de AFC no bago poderia explicar as
baixas concentracdes de igM encontradas em animais Mg-deprimidos, ja que
a IgM é a Ig produzida em maior quantidade na resposta primaria a um

estimulo antigénico. A resposta imune secundaria a um estimulo é



primariamente a produgdo de IgG. A idéia de que AFC esta reduzida também
em uma resposta secundaria é consistente com a idéia de que a capacidade
de sintese de IgG esta similarmente reduzida na deficiéncia de Mg”*.*

Atividade de anticorpos especificos

Segundo McCoy e Kenney”, os baixos niveis de anticorpos
encontrados em ratos deficientes de Mg?* deve ocorrer devido a falta de Mg**
para o metabolismo celutar e sintese de anticorpos. Foi iguaimente relatado
que a deficiéncia materna de Mg** influencia a imunocompeténcia humoral

das ninhadas.®® Entretanto, na maioria dos estudos os animais foram

submetidos a dietas que produziam deficiéncias severas de Mg™, em lugar
de apenas alguns niveis subétimos de Mg?* serem induzidos. Deficiéncias
marginais de Mg®" vém se tornando cada vez mais reconhecidas na clinica.
Os efeitos deste tipo de deficiéncia em imunocompeténcia s&o de grande
interesse.

Em um trabalho de Windhauser e colaboradores®' os animais foram
submetidos a dietas para induzir varios niveis de deficiéncia de Mg?*. Neste
trabalho, deficiéncias marginais de Mg? ainda fornecem quantidades
suficientes do cation para a sintese de albumina e de y-globulinas. Tais
autores confirmaram que a reducao nos niveis de proteinas plasmaticas em
ratos submetidos a dietas severas estava associada a deficiéncia em Mg?’ e
ndo a uma malnutricdo generalizada.*' A capacidade de aglutinagéo e lise
dos anticorpos para um determinado antigeno demonstra a atividade
especifica de um anticorpo. Neste caso, em comparagac com 0 anticorpo
lgG, o anticorpo IgM seria mais eficiente em promover a lise de um antigeno
na presenca do complemento.** * No estudo de Windhauser e
colaboradores*! os animais foram imunizados com uma suspenséo celular de

células vermelhas de carneiro, iniciando uma resposta imune primaria. Os
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niveis de anticorpos encontrados aparentemente corresponderam aos niveis
de IgM em deficiéncias marginais e severas.

Elin"® encontrou que esplendcitos de camundongos deficientes em
Mg?* tinham uma habilidade reduzida de responder a um estimulo antigénico
e sintetizar IgM. Os niveis mais baixos de anticorpos encontrados, em ratos
severamente deficientes, poderia ser devido a uma falha na sintese de
interleucinas, as quais estao envolvidas na diferenciacéo de células B e na
secrecdo de imunoglobulinas.”® Windhauser e colaboradores*' observaram
uma alta demanda fisiolégica de Mg?* durante a fase de crescimento dos
ratos, diminuindo guando os animais atingiram uma fase estacionaria de
crescimento. Acredita-se que nesta fase a concentragéo de Mg** plasmatica

tenha atingido o estado estacionario, mantendo sua homeostase. Tal fato
poderia, em parte, justificar porque a imunocompeténcia n&o foi afetada por
niveis subotimos de Mg?* nutricional, tendo pouca influéncia sobre as
concentragdes de imunoglobulinas.'

Com as mudancas que ocorrem nos érgaos linféides na deficiéncia de
Mg?*, e devido a necessidade de Mg** para a sintese protéica, os efeitos da
deficiéncia de Mg®* na sintese de imunoglobulinas e consequentemente na
atividade especifica de anticorpos sdo de especial interesse.***

Linfécitos

Dois tipos de linfocitos, os linfocitos timo-dependentes (céluias T) e os
linfécitos B (céluias B) tém um importante papel na resposta imune de
humanos e outros organismos multicelulares. Ambos se originam na medula
6ssea, mas os linfocitos T chegam ao timo através da corrente sanguinea
onde atingem a maturidade antes de circular através do corpo. A resposta
imune envolvida com a resisténcia adaptativa do hospedeiro representa uma
série de eventos complexos que ocorrem apds a exposi¢do a um antigeno.
Os principais tipos de resposta imune séo: 1) Imunidade celular, que € uma
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resposta mediada por agentes sensibilizantes especificos e linfocitos T (timo-
dependentes). Ela resulta do efeito exercido pelos linfécitos T, mais
especificamente por uma subclasse de células T efetoras, diretamente nos
antigenos ou nos macréfagos através das linfocinas. A imunidade celular
estaria associada, principalmente, aos processos de hipersensibilidade
tardia, rejeicdo de enxertos e resisténcia aos agentes infecciosos
persistentes, além de participar do reconhecimento e destruicdo de celulas
tumorais; 2) Imunidade humoral, que envolve a producdo de anticorpos
especificos, apés a sensibilizagdo contra um antigeno especifico. Duas
outras subclasses de céiulas T ajudam a regular a resposta imune humoral.
As células T auxiliares (T}, - linfécitos T helper) interagem com as células B

(colaboracdo de células T e B) para amplificar a produgao de anticorpos.
Células T supressoras suprimem as atividades de células B e T efetoras.
Neste caso, os niveis de Mg®* moduiam a sintese de imunoglobulinas,
principalmente IgG, a ligac&o de IgM aos linfécitos, além da aderéncia entre
células B e linfocitos T auxiliares *> ™

As atividades de células B e de todas as subclasses de células T
podem ser influenciadas por alguns tipos de macréfagos instruidos por
antigenos. Qutros macrofagos podem ser ativados (para provocar fagocitose)
por linfocinas liberadas por células T efetoras.®’

Além disso, o crescimento normal de linfoblastos de camundongos e
humanos depende da presenca de ions Ca® e Mg® no meio de
crescimento.”” Flynn e Yen’’ observaram menores quantidades de células
blasticas do bago em meio de cultura deficiente de Mg"**, em relacdo ao meio
controle. A mitogénese de linfacitos do bago e do timo de ratos deficientes
em Mg®* foi menor do que aquela nos controles, mesmo quando foram
utilizados meios de cultura contendo quantidades normais de Mg.

A baixa resposta & lecitinas dos linfocitos de ratos Mg-deficientes e a
reducdo no nimero de células formadoras de anticorpos foram comparadas

ap6s a imunizagdo dos animais privados de Mg com células vermelhas de
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carneiro. Os linfocitos de ratos deficientes em Mg®* seriam menos
estimulados por lecitinas (fitohemagiutinina = PHA, concanavalina A = ConA,
e lipopolissacarideos = LPS) em comparacdo com linfocitos de animais
controle. Isto explicaria a sintese de anticorpos reduzida na deficiéncia de
Mg?*.** ® Outros autores também encontraram que elevadas concentragdes
de Ca* e Mg® promoviam mitogénese em culturas de linfocitos de timo de
ratos, independentemente do aumento de concentracoes de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP). Em contraste aos efeitos de elevadas
concentracbes de Na®, K' e Ca®, elevadas concentragbes de Mg> nao
inibiam a estimulacdo por PHA ou diminuiam a viabilidade de linfécitos

humanos.*> %2 &

Granulocitos

Muitos sdo os estudos que indicam a participagdo do Mg* na
aderéncia das células imunes as células alvo. Tal aderéncia corresponderia a
primeira etapa da citolise; a lise celular usualmente requer fons Ca®*.** ® A
dependéncia de Mg®" na aderéncia das células imunes foi demonstrada em
humanos e em camundongos, néo ser dependente do complemento, sendo
mais comum para lise de células tumorais por células T e aloenxertos. A
geracdo de linhagens citotoxicas de células T é prejudicada em meio
deficiente de Mg®*, em parte devido & diminuicdo na produgdo do fator de
reposigao de células T para células Ty *> 7" 1

A citolise dependente de anticorpos & também dependente de Mg* e
ocorre quando células citotoxicas naturais ou células NK (“natural killer
cells”), granulécitos ou macréfagos destroem células-alvo revestidas por
anticorpos. A dependéncia de Mg?* foi estabelecida para a lise de eritrcitos
de carneiro por células NK de varias espécies, para a lise de células tumorais

e parasitas (Trichinella spiralis) por granulécitos, e para a lise de células



tumorais e eritrocitos de carneiro por macrofagos. A aderéncia pré-iitica de
leucdcitos as células-alvo é o sitio principal de atividade do Mg®*.***’

A deficiéncia de magnésio também pode inibir a desgranulacéo de
neutréfilos, a qual procede através da liberacdo de substancias lisossomais
que s&o quimiotaticas e podem agir sobre o material antigénico preparando-o
para a ingestdo. A desgranulacdo também estd associada ao ataque e
destruicdo de organismos através da interacao intracelular do fagossomo e
do lisossomo.* O ion Ca®* parece estar envolvido primariamente no controle
da desgranulacdo. Embora o Mg®* extracelular paregca néo estar envolvido
diretamente, ele tem um importante papel regulatério, ja que o processo de
desgranulagido é aumentado pelo cAMP e o Mg®" & requerido em sua

sintese. A deficiéncia de Mg® pode inibir a desgranulacdo devido ao
aumento do influxo celular de Ca®* e Na* e ao efluxo de K e, possivelmente,
Mg?". Em adi¢&o ao aumento do Ca*" celular, alteragdes nos niveis de Na“ e
K* podem aumentar o Ca®* no citosol induzindo sua liberagéo da mitocondria.
O influxo de Ca®* agiria como um ativador do processo secretorio, em lugar
de participar durante a secrecdo.

Outros autores também demonstraram, in vitro, fungbes das células
imunes dependentes de Mg**. Sado elas: a) ligagdo de IgM & membrana
celular de linfécitos, b) agregacdo de macréfagos por linfocinas, c) aderéncia
entre células T, e células B induzida por antigenos e d) ligacdo de antigeno
ao RNA de macréfagos.®*®! As quatro fungdes sao importantes na regulagéo
imune e as duas Ultimas sdo particularmente importantes no processamento
da informagao imunoloégica.

Magnésio e a ativacdo do complemento
O passo mais importante na cascata do complemento € a clivagem de
C3 por enzimas chamadas C3-convertases. Esta reacdo gera o fragmento

maior, C3b, o qual se liga aos complexos imunes, permitindo a ligaggo aos
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receptores de C3b nos neutrofilos, eosindfilos, monécitos e linfocitos B. A
ligacdo de C3b a membrana, ativa a via alternativa do complemento (APC)
neste sitio. C3b também transforma C3-convertases em Cb-convertases, as
quais ativam os componentes efetores C5 a C9, gerando principios de
complemento vasoativo, quimiotatico e citolitico. As vias classica e
alternativa formam ambas C3-convertases, porém em resposta a estimulos
diferentes. Na via classica da C3-convertase, C4b2a é gerada quando C1 se
liga a um complexo imune, IgM ou IgG. A ligagdo de C1 ativa a enzima
dependente de Mg, C1s-convertase, a qual catalisa a converséo de C4 e
C2 a C4b2a. A funcéo imune normal em individuos que sao deficientes em
C1s-convertase sugere que a atividade deste componente, dependente de

Mg?' ndo é critica para a atividade da via classica.*” * >

Em contraste, a atividade da APC é completamente dependente de
Mg®* in vitro. A lenta interago de C3 com fatores B, D e properdina produz
C3bBb, uma C3-convertase preliminar que continuamente gera pequenas
quantidades de C3b no sangue, independente da presenca de substancias
ativadoras. O fator B se liga a C3b que, na presenga de Mg?*, é clivado pelo
fator D e libera o fragmento Ba, revelando o sitio de ligagdo de C3 em Bb. O
produto, C3bBb, é a amplificagio da C3-convertase da via alternativa, assim
chamada porque sua geragdo é parte de uma retroalimentac&o positiva que
amplifica a clivagem de C3 e é responsavel pela ativagdo, biologicamente
efetiva, da APC. A via alternativa é engatilhada por numerosas substancias
soltveis tais como endotoxinas bacterianas e gluten e por cerios
componentes das membranas de microbios e células de mamiferos. Sua
atividade tem importancia conhecida, por gerar complexos soluveis de
antigeno-anticorpo, na citotoxicidade de células tumorais, em células
infectadas (por virus, parasitas e fungos), e na atividade bactericida do soro
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A atividade da APC em humanos € sensivel a concentragao sanguinea
de Mg?. A atividade do complemento na deficiéncia de Mg** em humanos e
em camundongos tem sido também estudada.*

Também, a transcricdo do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1) esta sob o controle de proteinas celulares que se ligam as longas
porcdes terminais repetidas do virus (LTR). Dentre as regides ligantes de
proteinas do HIV-1 LTR esta a regido de transcricdo. Foi demonstrado que
pelo menos uma proteina indutora, C1, e uma constitutiva, C2, se
combinavam ao HIV nas céluias de Jurkat. As duas proteinas diferem quanto
as suas superficies de clivagem, ja que elas podem ser separadas por
cromatografia de troca anidnica. Cations bivalentes, tais como Mg®* e Zn*',

afetam diferentemente suas ligagbes a oligonucleotideos que contem o
respectivo dominio no HIV. Tanto C1 como C2 também se figam a uma
sequéncia similar encontrada na subunidade o dos receptores de
interleucina-2.%

Interacdo do magnésio com substéncias quimicas reguladoras da
resposta imune

Histamina

A deficiéncia de Mg®* em roedores causa um aumento na atividade de
histidina-descarboxilase e aumenta os niveis circulantes de histamina e,
consequentemente, de eosindfilos. O Mg?* também participa na reposicéo da
histamina por basofilos. Durante a sensibilizaggo em coelhos, a
administracdo de Mg®* reduz a concentragdo de anticorpos a antigenos
especificos, produzindo uma diminuicdo no nimero de reagdes de Arthus. A
massa celular agranulada vista em roedores deficientes em Mg2+ pode ser
devida a um aumento de Ca*" ou a uma diminuigao na sintese de AMPc, que

inibiria a liberacéo de histamina.*® "
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A histamina é primariamente conhecida como um mediador da
resposta anafilatica e inflamatéria, mas sabe-se também que ela € um
importante supressor da resposta imune, estimulando os receptores H, de
linfécitos, os quais ativam a populacdo de células T supressoras,
bloqueadores dos receptores H,, como por exemplo, a cimetidina, aumentam
a resposta imune in vivo.%®

Substancia P

A substancia P € um neurotransmissor que se liga aos linfécitos T
humanos estimulando a incorporacéo de timidina e leucina por linfoblastos, a

2+ 40

qual é dependente de Mg~".
Adenosina trifosfato

Os macréfagos humanos tém receptores celulares de superficie para
ATP (adenosina trifosfato). A ligagao de ATP aos receptores do macréfago
aumenta a permeabilidade de membrana e diminui a fagocitose. O sitio de
ligagdo envolve uma Mg*-ATPase.*

Calcio

O controle do crescimento e multiplicacdo celulares bem como da
modulacdo da atividade celular através de ambientes ibnicos s&o questoes
intrigantes da biologia celular, sendo a relagdo entre os cations divalentes
Ca®* e Mg?* de particular interesse.*® A concentragdo citosélica, movimento e
distribuicao de Ca®" intracelular estd inerentemente ligada a regulagao de
uma variedade de funcbes e caracteristicas celulares. De fato, a
concentracdo de Mg intracelular regula muitas reagdes de transfosforilagao
das vias glicoliticas, bem como o transporte e a utilizagdo de glicose. Por
exemplo, Cittadini e Scarpa® obtiveram resultados que indicam que a
membrana plasmatica de células tumorais asciticas € altamente
impermeavel ao Mg* e que, dependendo das condicbes metabdlicas,
diferentes concentracoes intracelulares de Mg?* livre podem ser obtidas em
funcdo do tempo. Esta variagdo nos niveis intracelulares de Mg?* livre é
responsavel pela regulagao da entrada de Ca?" na célula. A concentragao de



Mg®" livre é dependente do contetido celular de adenosina trifosfato (ATP), e
a inibicdo metabolica que leva & exaustéo de ATP resulta em um aumento de
duas a trés vezes do nivel de Mg®' livre. Estas alteragbes no Mg®* livre
intracelular, as quais podem ser reguladas por mudangas metabdlicas,
podem ser a principal chave das vias metabdlicas e a principal forga
direcional para a troca idnica nestas células.®* * Segundo Cittadini e
Scarpa® a adicdo de Mg?* para o suprimento de células deficientes deste
cation, mas ricas em calcio, provocou uma marcada perda de Ca®* e ganho
de Mg*". Estes dados mostram que a troca Mg®*-Ca*" através da membrana
plasmatica de células asciticas, e a direcdo e/ou magnitude dos fluxos, s&o
controlados pelos gradientes intra-extracelulares de Mg*".

Quando o contelido celular de ATP e ADP (adenosina difosfato)
diminui, os quais sdo conhecidos por se ligarem ao Mg?*, um aumento na
concentracio de Mg?* citosélico & observado. A entrada de Ca®* em células
asciticas é dependente da magnitude dos gradientes de Mg?" livre através da
membrana plasmatica. A entrada de Ca®" estaria ligada a uma perda
estequiométrica de 1:1 de Mg®. Sob condicdes metabdlicas ativas,
entretanto, células asciticas perderam magnésio a uma baixa concentracao
extracelular de Mg®* sem que houvesse aumento no caicio celular. Em
contraste, elas ganharam Mg** quando foram suspensas na presenca de alta
concentragdo externa de Mg®, sem aparente alteracdo no contelido de
Ca2+.64

Embora as alteragbes metabdlicas, experimentalmente produzidas nos
estudos de Cittadini e Scarpa®, fossem dramaticas, o fato de eventos
metabdlicos rotineiros em células tumorais asciticas, tais como diminuigdo na
producdo de ATP, aumento na sua utilizagao, acidificacdo celular devido a
glicélise e modulacéo das atividades da adenilato quinase e/ou desaminase,
poderiam levar a alteragdes nos niveis de ATP citosélico, e
consequentemente nos de Mg®* citosélico livre. Esta modulagao de Mg livre

poderia ser suficientemente ampla para modular as vias metabdlicas e



fornecer uma forga direcional para 0 movimento de ions e metabdlitos
através da membrana plasmatica e de organelas intracelulares.®

O Mg* antagoniza a ligacdo de Ca®" a calmodulina e pode ser um
inibidor da via de Ca®". Ataques agudos de asma em humanos estio
associados & uma queda brusca no Mg® sérico e de eritrocitos. A
administragdo intravenosa de Mg®* aumenta a funcdo pulmonar em
asmaticos durante e enire os ataques de asma, ndo sendo acompanhada por
qualguer alteragdo nos niveis circulantes de histamina e cAMP, podendo
representar um efeito bloqueador na via de Ca®*.4% '

Potassio

Os linfocitos T possuem uma via de K', a qual & similar aquela

encontrada nas células nervosas e musculares; 0 Mg*" tem efeito clinico
demonstrado na atividade desta via. Animais € humanos deficientes em Mg**
mostraram sensibilidade aumentada desta via as alteragées de voltagem.
Efeitos similares ocorrem nos linfocitos T € podem modificar a regulagao
imune. Por exemplo, a formacdo de rosetas por linfécitos T é influenciada
pela acdo da bomba de Na'-K' na membrana.*’ Uma populagéo especial de
linfécitos T humanos formam rosetas ativas na presenca de eritrécitos de
cameiro. Esta populacdo é aumentada em algumas doengas autoimunes.
Inibicdo da bomba Na*-K* por ouabaina ou devido a deficiéncia em Mg?
causou um aumento na formacao destas rosetas pelos linfécitos humanos in
vito. O mecanismo €& uma diminuicdo no potencial transmembrana
produzindo aumento na afinidade celular devido & perda da repulsdo de
cargas negativas.*’

Sédio

O aumento da concentracdo de Mg® extracelular também seria
responsavel por reduzir a atividade do ion sédio intracelular.”® A deficiéncia
de Mg® esta associada a uma alta frequéncia de arritmias cardiacas,
hipertens&o e morte stibita por isquemia do miocardio.*” > ** ' O magnésio

ativa um grande nimero de enzimas, tanto diretamente como através da



formacdo de complexos e modificagio de substratos, incluindo a Na’,K'-
ATPase, cuja importancia na manutencdo da integridade intracelular € bem
conhecida.®®

Recentemente observou-se que mudangas de Na’ K'-ATPase
poderiam ser previstas variando-se © Mg?* extracelular em linfécitos
humanos. Através de um estimulo artificial, 0 aumento da concentragéo do
Na* citosolico livre, pode-se testar a atividade de Na’,K'-ATPase. Utilizando-
se um inibidor endopiasmatico seletivo de Ca*-ATPase, houve um aumento
no Na’ intracelular, o qual n3o estaria relacionado & inibicdo de Na' K'-
ATPase, mas sim a uma estimulacdo da troca Na'-K'. Entretanto, nédo se

pode excluir que um aumento da concentragéo de Na" citosélico livre seja

devido ao influxo de sddio através dos canais de calcio. O aumento na
concentraciio de Na* citosélico livre deveria estimular a Na* K'-ATPase afim
de manter a homeostase do Na® celular. Observou-se que o aumento na
concentracdo do Na' citosdlico livre, induzido por um inibidor seletivo, era
significantemente menor na presenga de Mg?* externo do que na sua
auséncia, indicando que a poténcia contrarregulatoria da Na’ K'-ATPase em
diminuir o sédio citosélico livre é significantemente menor na auséncia de
Mg?*. A importancia clinica destas descobertas estaria relacionada ao papel
da deficiéncia de Mg’ na absorcéo de Na’, e, consequentemente, na perda
de K. A concentracdo de Na® citosdlico livre é criticamente influenciada pelo
Mg?*, isto &, as mudangas na atividade de Na'K'-ATPase n&o séo
efetivamente contrabalanceadas por outros sistemas de transporte de Na’,
tal como a troca Na*-H". Assim o Mg?" é necessario para manter normais as
concentracdes de Na* citosolico livre nos linfécitos humanos. O Mg?* externo
parece ser um pré-requisito para manter uma atividade apropriada de Na’ K'-
ATPase bem como sua estimulacdo quando ocorre rapido aumento de Na’
citosolico livre. '
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OBJETIVOS

O objetivo desta tese foi investigar alguns aspectos mecanisticos da
acdo do composto MAPA, um agregado de fosfolinoleato-palmitoleato de
aménio e magnésio protéico, e suas possibilidades terapéuticas através de
efeitos dose-resposta em modelos experimentais in vivo. O tema foi
abordado em diferentes etapas:

1. Estudo da biodisponibilidade do composto em ratos Wistar através
da variacdo do teor de magnésio, medido no plasma e principais 6rgéos. As
concentracbes de Mg?* foram determinadas por absor¢éo atdmica, tendo
decorridos diferentes tempos de exposicdo a droga. O método foi

previamente testado quanto a possiveis interferéncias, devido a presenca de
ions Ca®*, Na* e K* nos fluidos bioldgicos.

Trés doses foram pré-estabelecidas segundo estudos de toxicidade
preliminares: 1500 mg/Kg, 750 mg/Kg e 375 mg/Kg, administradas em doses
dnicas intraperitoneais (IP).

2. Estudo dos efeitos do MAPA em ratas Wistar inoculadas SC com
células tumorais de Walker-256 linhagem A e sublinhagem Ar. Dois
protocolos foram alvo de investigacao:

a) efeito de inoculagbes multifocais de células de Walker-256 linhagem A x
diferentes doses de MAPA, em gaiolas metabdlicas individuais.

b) efeito de 1 sitio de inoculagdo de células de Walker-256 finhagem A e
sublinhagem Ar x diferentes doses de MAPA, em gaiolas coletivas.

3. Estudo dos efeitos de diferentes doses de MAPA, Mgs(POg4). ou
NH,MgPO,, administradas IP, nas populacbes de células do sangue
periférico de ratas Wistar sadias. Os diferentes sais de magnéesio foram
escothidos afim de investigar a importancia da porgdo que contém o
magnésio na atividade observada do MAPA.
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4. Estudo dos efeitos de diferentes doses de MAPA, administradas SC
por um periodo de 35 dias, nas populagdes de células do sangue periférico

de ratas Wistar sadias.
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CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL



2.1 SUBSTANCIA TESTE MAPA

A droga MAPA foi gentiimente cedida pelo Centro de Desenvolvimento
de Compostos com Atividades Bioldgicas de S&o Paulo, sendo obtida a
partir de culturas selecionadas de Aspergillus oryzae. A droga MAPA é um
sélido branco obtido como micro cristais finos, na forma de um agregado
polimérico ap6s 120 h de cultura em meio apropriado. A purificacao ¢ feita
posteriormente em coluna cromatografica, como previamente descrito por
Duran e colaboradores.” % 6%

2.2 ANIMAIS

Embora varias espécies de mamiferos possam ser utilizadas, os
roedores sao geralmente os animais escolhidos. Dentre eles os ratos foram
os mais indicados devido ao porte € a menor quantidade de substancia teste
a ser utilizada. Tanto para a realizagdo dos experimentos como para a
manutencao das células tumorais de Walker-256 A e subAr foram utilizados
ratos da linhagem Wistar fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP,
com idade aproximada de 8 semanas. Os animais apresentaram uma
variacido de peso médio estatisticamente ndo significativa nos diferentes
grupos utilizados nos experimentos. As diferengas foram testadas utilizando-
se analise de variancia (ANOVA) a um nivel de significancia de 5%.
Conforme o tipo de experimento os animais foram mantidos em gaiolas
metabolicas ou agrupados ao acaso em gaiolas plasticas, em ciclos claro-
escuro de 12 h, exaustdo forcada de ar e temperatura entre 21-23°C. Os
animais foram aclimatados as condicdes do laboratério durante um periodo
de pelo menos 5 dias. O regime alimentar foi o cléssico com racao comercial
padrao (Labina, proveniente da Purina) e agua ad libitum. As gaiolas foram
trocadas 3 vezes por semana com maravatha de Pinus.
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2.3 LINHAGEM TUMORAL DE WALKER-256

A linhagem tumoral de Walker-256 foi gentiimente cedida pelo Dr.
Ovidio Rettori, CAISM (UNICAMP), sendo originalmente obtida de uma
linhagem do “Christ Hospital”, “National Cancer Institute Bank”, Cambridge,
Massachussets, USA. Ela é mantida nas dependéncias do laboratorio
através de passagens sucessivas, subcutaneas (SC) ou intraperitoneais (IP),
entre animais.

As células tumorais de Walker-256 crescem como células asciticas na
cavidade peritoneal de ratos, facilitando sua manutencdo através das
passagens consecutivas. Dessa forma, frascos contendo células tumorais de

Walker-256. tanto da linhagem A (agressiva) como da sublinhagem Ar
(regressiva), mantidas em nitrogénio liquido, foram descongeladas e as
células foram reativadas pela reinocuiagdo na cavidade peritoneal de uma
rata. Para 0s grupos experimentais inoculados com células da linhagem A e
da sublinhagem Ar, foram utilizadas células ap6és 5 a 6 passagens
sucessivas pela cavidade peritoneal das ratas doadoras.

Apos retirada do liquido ascitico do peritonio, as suspensotes de células
tumorais foram diluidas aproximadamente 3 vezes com solucao Ringer-
lactato estéril gelada e em seguida, 0 numero e a viabilidade de células
tumorais, em cada uma das suspensodes, foram determinados. A viabilidade
das células tumorais foi sempre maior do que 95%, sendo determinada nas
suspensdes da linhagem A e da sublinhagem Ar através da exclusdo do
corante azul-tripan, em camara Newbauer.



2.4 BIODISPONIBILIDADE DO MAPA
2.4.1 Principio Metodologico

Experimento 1: A substancia teste MAPA foi administrada
intraperitonealmente aos animais em dose unica de 750 mg/Kg. O veiculo de
administracdo utilizado foi tampao PBS-A, pH 7,2, tendo-se preparadc a
suspensao imediatamente antes da administragao.

A substancia teste foi administrada logo apos a pesagem dos animais
em dose volume de 10 mL/Kg de peso corporal e foram utilizados grupos
separados de 6 ratos por tempo de exposigao a droga, com peso médio de

958 + 92 g (n=78). Os animais controle receberam tampéo PBS-A, pH 7,2,
IP, na mesma razdo dose-volume por peso corporal administrada aos
animais tratados. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas e
agrupados ao acaso em numero de 4 por gaiola.

Decorrido 0 tempo de exposicio & substancia, os animais foram
anestesiados com éter etilico e o sangue coletado, utilizando-se capilares
heparinizados para hematacrito, diretamente do plexo ocular. Os tempos de
exposicio selecionados foram 30 min; 1 h; 1,5 h:2h;25h;3h;4h;8h; 12
h: 24 h; 48 h e 96 h. A seguir os animais foram sacrificados e o sangue
coletado foi centrifugado a 2500 rpm por 30 min, & temperatura ambiente,
para separagdo do plasma. Todos 0s animais foram submetidos a uma
autopsia geral, comportando um exame da superficie corporal externa, das
cavidades tordxica e abdominal e de seus respectivos conteidos. As
principais estruturas foram retiradas e imediatamente pesadas para evitar
problemas de ressecamento sendo elas: 0s rins, o figado, o bago, ©
pancreas, o coracdo, os pulmdes, a vesicula seminal e 0 estdmago, cujo
contetido foi descartado e o érgao lavado previamente & pesagem. O peso
médio destas estruturas e a razao por 100 g de peso dos animais encontram-

se na tabela 2. Tanto os 6rgdos como o plasma foram imediatamente
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congelados e armazenados em “freezer” até a utilizacao. O descongelamento
foi gradual a 4°C. O perfil de distribuicéo da droga no plasma e nos orgaos

em funcdo do tempo de exposicdo foi avaliado segundo o teor de Mg*
presente, medido por absorcao atomica.

Tabela 2: Peso médio dos 6rgdos (g) e razo média peso 6rgéo (g)/100 g peso do animal

ORGAO peso médio orgaos (g) peso drgdo (g)/100 g peso animal
FIGADO 9,05 +1,07 3,55 + 0,39
RINS 1,67+ 0,16 0,65+ 0,06
VESICULA SEMINAL 0,74+ 0,26 0,28 +0,08
BACO 0,64 + 0,14 0.25 + 0,04
PANCREAS 1,63 + 0,51 0,63+019
ESTOMAGO 1,56 + 0,24 0,61 + 0,08
CORAGAO 0,95 + 0,18 0,36 + 0,08
PULMOES 1,10+ 0,14 0,43+ 0,06

Os valores correspondem a média + desvio padréo da média dos orgéos coletados
de todos os animais utilizados no experimento (n=78).

Experimento 2: A substancia teste MAPA foi administrada diretamente no
peritdnio dos animais em doses Unicas de 375 mg/Kg, 750 mg/Kg e 1500
mg/Kg para grupos separados de 2 ratos por tempo de exposicédo a droga. O
veiculo de administragdo utilizado foi tampao PBS-A, pH 7,2. A suspensao
da droga a ser testada foi administrada logo ap6s a pesagem dos animais
em dose volume de 10 ml/Kg de peso corporal e foi preparada
imediatamente antes da administracdo aos animais. Os animais controle
receberam dose Unica de tamp&o PBS-A, pH 7,2, IP, na mesma razéo dose-
volume por peso corporal administrada aos animais tratados. Ratos com
peso médio de 207 + 23 g (n=72) foram utilizados no experimento. Os
animais foram alojados em gaiolas coletivas e agrupados em numero de 4
por gaiola.

Apés decorrido o tempo de exposi¢ao a substancia, os animais foram
anestesiados com éter etilico e o sangue coletado, utilizando-se capilares

heparinizados para hematdcrito, diretamente do plexo ocular. Os tempos de



exposicéo selecionados foram 30 min; 1 h;2h;4h; 8 h; 12 h; 24 h; 36 h; 48
h e 72 h. A seguir os animais foram sacrificados e o sangue coletado foi
centrifugado a 2500 rpm por 30 min para a separagdo do plasma. As
amostras de plasma obtidas foram apropriadamente conservadas sob
congelamento até a realizagdo do ensaio subsequente. O descongelamento
foi efetuado gradualmente a 4°C conforme o nimero de amostras a serem
examinadas. O perfil de distribuicdo da droga no plasma em funcdo dos
tempos de exposicao foi avaliado medindo-se o teor de Mg** no plasma pela
técnica de absorcao atbmica.

2.4.2 Tratamento Analitico do Plasma

Em um béquer de 50 mL contendo 1,0 mL de plasma adicionou-se 2,0
mL de acido sulfarico concentrado (H.SO,), tendo-se o cuidado de recobrir
toda a amostra. Aqueceu-se em chapa quente adicionando-se 3,0 mL de
peréxido de hidrogénio (H.02) 30%, gota a gota. A solugdo foi mantida no
aquecimento até completa evaporacdo do peroxido de hidrogénio. Apés o
resfriamento adicionou-se 20 a 30 mL de agua deionizada verificando-se a
turbidez da solugdo. A solugao limpida foi quantitativamente transferida para
um baldo de 50 mL, elevando-se o volume da solu¢éo com agua deionizada.
Algumas amostras foram submetidas a subsequentes diluicdes quando
necessario.

Uma curva padrao foi preparada para cada determinacao, utilizando-se
concentracdes de Mg®* que variaram de 0,2 a 1,0 ppm.

A leitura no espectrometro de absorgao atdomica Zeiss FMD 3 foi feita
segundo as especificagbes do aparelho e a 570,4 nm.
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2.4.3 Tratamento Analitico dos Orgaos

Foram preparados homogenatos dos 6rgdos em 50 mL de agua
deionizada, utilizando-se o politron Brinckmann Homogenizer.

A 1,0 mL de homogenato adicionou-se 3,0 mL de H,SO,4 concentrado e
aqueceu-se em chapa quente. Gotejou-se 2,0 mL de H,O. 30%, mantendo-
se 0 aquecimento até a evaporagdo completa do peroxido de hidrogénio.
Adicionou-se aproximadamente 30 mL de agua deionizada, verificando-se a
turbidez da solucdo, e elevou-se 0 volume para 50 mL em baléo volumétrico.
Diluicbes subsequentes foram feitas quando necessarias.

A leitura da concentragdo de Mg* foi feita em espectrémetro de

absorcao atdmica Zeiss FMD 3 seguindo-se as especificacdes do aparelho e
a 570,4 nm.

Preparou-se uma curva padrdo de Mg®* para cada determinagéo,
utilizando-se concentragdes que variaram de 0,2 a 1,0 ppm.

2.4.4 Avaliacéo da Interferéncia de Na*, K' e Ca* na
Determinacdo do Mg®* no Plasma

Foi feita a determinaco de Na*, K e Ca®* nas amostras de plasma por
fotometria de chama. Foram preparadas curvas padrfes para tais ions nos
seguintes intervalos de concentracao: 10 - 100 ppm para Ca® e 2 - 20 ppm
para Na' e K'. As leituras foram feitas em fotémetro de chama Micronal B
262.

Foram selecionadas amostras provenientes de animais submetidos a
diferentes doses da droga e a diferentes tempos de exposi¢do, os quais
estio indicados no texto. A seguir, foi feito um estudo da possibilidade de
interferéncia de fons Na' nas amostras utilizando-se solugbes padrbes de
Mg?" dopadas com 35 e 400 ppm de Na".



2.4.5 Preparacao das Solugdes Estoques de Mg*,Na', K" e
ca*

Solugio estoque de Mg?': Dissolveu-se 1000 g de magnesio metalico
em aproximadamente 10 mL de &cido cloridrico concentrado (HCI) e eievou-
se o volume da solugdo para 1,0 L com agua deionizada em balao
volumétrico.

Solugdo estoque de Na': Dissolveu-se 2,541 g de NaCl em 1,0 L de
agua deionizada em balao volumetrico.

Solugio estoque de Ca®': Adicionou-se HCI 1:1 a 2,500 g de CaCOs
até a destruigdo completa do carbonato. Elevou-se o volume da solucao para

1,0 L com 4gua deionizada em baldo volumétrico.
Solugso estoque de K': Dissolveu-se 1,907 g de KCl em 1,0 L de

agua deionizada em bal&o volumétrico.

2.5 EFEITOS DA DROGA MAPA EM ANIMAIS INOCULADOS COM
CELULAS DO TUMOR DE WALKER-256

2.5.1 Diferentes Doses de MAPA x Inoculagdes Multifocais
de Células Tumorais de Walker-256 linhagem A

Ratas Wistar procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP foram
distribuidas ao acaso em gaiolas metabdlicas individuais e aclimatadas as
condigdes do laboratério. Alteragdes no peso corporal, consumo de alimento
e agua, volume de urina (concentracbes de sédio e potassio e osmolalidade,
a qual foi monitorada através de alteragdes no ponto crioscopico da urina)
foram seguidas diariamente, incluindo finais de semana e feriados.

Os eletrélitos foram analisados por fotometria de chama.

Células tumorais de Walker-256 linhagem A, obtidas apos 5 a 6
passagens sucessivas pela cavidade peritoneal das ratas doadoras, foram
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diluidas com solucéo Ringer-lactato estéril gelada a uma concentracéo final
de 16 x 10° células viaveis/mL. Um volume de 0,25 mL/sitic da suspensao
celular foi administrada, através de inoculacdes bilaterais subcutaneas (SC),
com uma distancia de pelo menos 1 cm entre elas, a cada um dos diferentes
sitios da regido dorsal téraco-lombar de cada rata, nos respectivos grupos
experimentais.

As suspensdes da droga MAPA foram preparadas em solucao Ringer-
lactato estéril @ mantidas a uma temperatura de 4°C por um periodo de, no
maximo, 4 dias. A administracdo da droga teve inicio 4 dias antes da
inoculacdo das células tumorais. Aos grupos placebo foi administrado
somente solucdo Ringer-lactato na mesma razéo dose-volume por peso

corporal administrada aos animais tratados. Os tratamentos empregados
foram diarios até o 6bito ou sacrificio dos animais. O protocolo usado para o
sacrificic submeteu os animais a anestesia prévia com éter etilico sem que
sinais de dor ou estresse fossem detectados.

O diametro médio percutdneo dos tumores (mm) foi medido com O
auxilio de um paquimetro e com um intervalo de um dia (média entre os dois
diametros transversais maiores). Apos o 6bito ou sacrificio, 0s animais foram
submetidos & autopsia e tiveram os tumores e, eventualmente, bago, timo e
glandulas adrenais dissecados e pesados. Metastases em linfonodos
regionais e distantes, invasao tecidual ou quaisquer outras anormalidades
macroscopicas foram registradas.

Experimento |

Grupo 1: 4 ratas placebo inoculadas em 2 sitios SC.

Grupo 2: 4 ratas inoculadas em 2 sitios SC e tratadas com MAPA em
doses de 1,0 mg/Kg diarias, administradas SC.

Grupo 3: 4 ratas placebo inoculadas em 4 sitios SC.

Grupo 4: 4 ratas inoculadas em 4 sitios SC e tratadas com MAPA em
doses de 1,0 mg/Kg diarias, administradas SC.



Experimento I

Grupo 1: 6 ratas placebo inoculadas em 8 sitios SC.

Grupo 2: 6 ratas inoculadas em 8 sitios SC e tratadas com MAPA em
doses de 10 mg/Kg diarias, administradas SC duas vezes ao dia em doses
de 5 mg/Kg cada.

Grupo 3: 6 ratas inoculadas em 8 sitios SC e tratadas com MAPA em

doses de 100 mg/Kg diarias, administradas SC duas vezes ao dia em doses
de 50 mg/Kg cada.

2.5.2 Diferentes Doses de MAPA x 1 Sitio de Inoculagéo de
Células Tumorais de Walker-256 linhagem A

Ratas Wistar procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP foram
aclimatadas em gaiolas plasticas as condigbes do laboratorio. Os animais
foram agrupados ao acaso em namero de 4 por gaiola. Alteragcbes no peso
corporal foram monitoradas a cada 2 dias.

Células tumorais de Walker-256 linhagem A, obtidas ap6s 5-6
passagens sucessivas pela cavidade peritoneal das ratas doadoras, foram
diluidas com solucédo Ringer-lactato estéril gelada a uma concentracao final
de 16 x 10° células viaveis/mL. Um volume de 0,25 ml/sitio da suspensao
celular foi administrado SC a apenas um sitio de inocuiag&o na regiao dorsal
téraco-lombar de cada rata, nos respectivos grupos experimentais.

As suspensdes da droga MAPA foram preparadas em solucéo Ringer-
lactato estéril e mantidas a uma temperatura de 4'C por um periodo de, no
maximo, 4 dias. A administragdo da droga teve inicio 4 dias antes da
inoculacéo das células tumorais. A0S grupos placebo foi administrado
solucdo Ringer-lactato na mesma razao dose-volume por peso corporal
utilizada nos animais tratados. Os animais foram tratados diariamente até o
6bito ou sacrificio, incluindo finais de semana e feriados. O protocolo usado



para o sacrificio submeteu os animais & anestesia prévia com éter etilico sem
que sinais de dor ou estresse fossem detectados.

O diametro médio percutaneo dos tumores (mm) foi medido com o
auxilio de um paquimetro e com um intervalo de um dia (média entre os dois
diametros transversais maiores). Apds o 6bito ou sacrificio os animais foram
submetidos a autdpsia e tiveram os tumores dissecados e pesados.
Metastases em linfonodos regionais foram identificadas e eventuaimente
pesadas. Metastases distantes, invasdo tecidual ou quaisquer outras
anormalidades macroscopicas foram registradas.

Experimento |

Grupo 1: 8 ratas placebo inoculadas em 1 sitio SC.

Grupo 2: 8 ratas inoculadas em 1 sitio SC e tratadas com MAPA em
doses de 0,5 mg/Kg diarias, administradas SC.

Grupo 3: 8 ratas inoculadas em 1 sitio SC e tratadas com MAPA em
doses de 1,0 mg/Kg didrias, administradas SC.

Experimento Il

Grupo 1: 8 ratas placebo inoculadas em 1 sitio SC.

Grupo 2: 8 ratas inoculadas em 1 sitio SC e tratadas com MAPA em
doses de 1,5 mg/Kg diarias, administradas SC.

Experimento Il

Grupo 1: 4 ratas placebo pré-irradiadas (y = 400 rads), inoculadas em
1 sitio SC.

Grupo 2: 4 ratas pré-irradiadas (y = 400 rads), inoculadas em 1 sitio
SC e tratadas com MAPA em doses de 0,5 mg/Kg diarias, administradas SC.

No experimento lll os animais receberam 400 rads de radiagao
ionizante gama (bomba de cobalto) nas dependéncias do CAISM -



UNICAMP, 7 dias antes da inoculagdo tumoral. O peso dos animais foi
controlado antes, imediatamente apés a irradiagéo e durante uma semana
para total recuperagdo. O pré-tratamento com a droga MAPA iniciou-se a
partir do 4° dia apos a irradiagao e as células tumorais foram inoculadas no 7-
dia. Neste experimento também foi efetuado um controle do consumo de
alimento por grupo.

2.5.3 Tratamento com MAPA x 1 Sitio de Inoculagao de
Células Tumorais de Walker-256 sublinhagem Ar

Ratas Wistar procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP foram

acondicionadas em gaiolas plasticas e aclimatadas as condicoes do
laboratério. Os animais foram agrupados ao acaso em nimero de 4 por
gaiola e pesados a cada 2 dias.

Células tumorais de Walker-256 sublinhagem Ar, obtidas apés 5-6
passagens sucessivas pela cavidade peritoneal das ratas doadoras, foram
diluidas com solucdo Ringer-lactato estéril gelada a uma concentragao final
de 24 x 10° células viaveis/mL. Um volume de 0,25 mL/sitio da suspensao
celular foi administrado, através de inoculagéo SC, a apenas 1 sitio na regiao
dorsal téraco-lombar de cada rata, nos respectivos grupos experimentais.

As suspensdes da droga MAPA foram preparadas em solucdo Ringer-
lactato estéril e mantidas a uma temperatura de 4'C por no maximo 4 dias. 0
inicio da administracdo coincidiu com o dia da inoculacdo das células
tumorais. Aos animais placebo foi administrado solugao Ringer-lactato na
mesma razdo dose-volume por peso corporal utilizada para os animais
tratados. Os animais foram tratados diariamente até o 6bito ou sacrificio,
inclusive nos finais de semana e feriados. O protocolo usado para o sacrificio
submeteu os animais & anestesia prévia com éter etilico sem que sinais de
dor ou estresse fossem detectados.



O diametro médio percutdneo dos tumores (mm) foi medido com o
auxilio de um paquimetro com um intervaio de um dia (média entre os dois
diametros transversais maiores). Apés o 6bito ou sacrificio 0s animais foram
submetidos a autopsia detalhada e tiveram os tumores dissecados e
pesados. Metastases em linfonodos regionais foram identificadas e pesadas.
Metastases distantes, invasio tecidual ou quaisquer outras anormalidades
macroscopicas foram registradas.

Grupo 1: 8 ratas placebo inoculadas em 1 sitio SC.
Grupo 2: 8 ratas inoculadas em 1 sitio SC e tratadas com MAPA em
doses de 0,5 mg/Kg diarias, administradas SC.

2.6 ESTUDO DA VARIAGAO DOS NIVEIS DAS CELULAS DO
SANGUE

2.6.1 Tratamento com MAPA x Tratamento com Mg;(PO4)
na Variacio dos Niveis das Células do Sangue

Ratas Wistar procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP foram
divididos em grupos de 4, ao acaso, compartilhando a mesma gaiola. Foram
utilizados 2 animais para cada dose e substancia testada.

As substancias testes foram administradas diretamente no peritonio
dos animais (IP), utilizando-se doses de 1; 10 e 100 mg/Kg/dia. O veiculo de
administracao foi tampao PBS-A, pH 7,2, tendo-se preparado a suspensao
imediatamente antes da administracio aos animais. As substancias testes
foram administradas logo ap6s a pesagem dos animais em dose volume de
10 mL/Kg de peso corporal. O peso dos animais foi monitorado a cada coleta
de sangue.



Aos animais placebo foi administrado tampéo PBS-A, pH 7,2, IP, na
mesma razao dose-volume por peso corporal administrada aos animais
tratados.

Os animais foram anestesiados com éter etilico e o sangue foi coletado
para andlise através do plexo ocuiar (0,5 mL), utilizando-se capilares
heparinizados para hematocrito, antes da administracao da droga e ap0s 4 e
7 doses. Os hemogramas foram processados pelo laboratério de
hematologia no HEMOCENTRO do Hospital das Clinicas, UNICAMP.

As contagens das células do sangue foram efetuadas no contador
modeio Cell-Dyn 1600.

2.6.2 Tratamento com MAPA x Tratamento com NH,MgPO,

na Variagao dos Niveis das Células do Sangue

Ratas Wistar procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP foram
divididos em dois grupos de 5, ao acaso, compartilhando a mesma gaiola
para cada substéncia testada.

As substancias testes foram administradas IP em doses de 1,0
mg/Kg/dia, utilizando-se tampado PBS-A, pH 7,2, como veicuio de
administracdo. As suspensdes das substancias testes foram administradas
logo apés a pesagem dos animais e em dose volume de 10 mL/Kg de peso
corporal tendo sido preparadas imediatamente antes da administracdo. O
peso dos animais foi monitorado a cada coleta de sangue.

Aos animais placebo foi administrado tampao PBS-A, pH 7,2, IP, na
mesma razdo dose-volume por peso corporal administrada aos animais
tratados.

Os animais foram previamente anestesiados com éter etilico e o
sangue foi coletado diretamente do plexo ocular (0,5 mL), utilizando-se
capilares heparinizados para hematocrito, antes e ap6s 4 doses das

substancias envolvidas no experimento. Os hemogramas foram gentilmente
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processados pelo laboratorio de hematologia no HEMOCENTRO do Hospital
das Clinicas da UNICAMP.

As contagens das células do sangue foram efetuadas no contador
modelo Cell-Dyn 1600.

2.6.3 Variagdo dos Niveis das Células do Sangue (35 dias) x
Diferentes Doses de MAPA

Ratas Wistar procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP foram
acondicionados as condicdes do laboratério em gaiolas ptasticas. Os animais
foram distribuidos, ao acaso, em trés grupos de 5 animais por gaiola. O peso

dos animais foi monitorado a cada trés dias durante o periodo do
experimento.

A substancia teste foi administrada SC, utilizando-se solugao Ringer-
lactato estéril como veiculo de administragdo. As suspensdes da droga foram
mantidas a uma temperatura de 4'C por um periodo de, no méximo, 4 dias.

Os animais foram anestesiados com éter etilico e submetidos a coletas
de sangue antes do inicio do tratamento com a droga e a cada 7 dias durante
o periodo de 35 dias de tratamento. O sangue foi coletado diretamente pelo
plexo ocular (0,5 mL), utilizando-se capilares heparinizados para hematacrito,
e processados pelo laboratério de hematologia no HEMOCENTRO do
Hospital das Clinicas, UNICAMP.

As contagens das células do sangue foram efetuadas no contador
modelo Cell-Dyn 1600.

Grupo 1: 5 ratas placebo que receberam solugdo Ringer-lactato,
administrado SC, na mesma razdo dose-volume por peso corporal
administrada aos animais tratados.

Grupo 2: 5 ratas tratadas com MAPA em doses de 0,5 mg/Kg diarias,
administradas SC.



Grupo 3: 5 ratas tratadas com MAPA em doses de 1,0 mg/Kg diérias,
administradas SC.

2.7 Métodos Estatisticos

Para a andlise dos resultados foram aplicados diferentes métodos
estatisticos segundo o tipo de parametro avaliado.

Para amostras paramétricas aplicou-se analise de variancia (ANOVA),
ao nivel de significancia de 5%. Quando p<0,05, o teste de Dunnett foi
utilizado afim de se comparar as diferencas minimas de diferentes grupos
com o grupo controle. Ja o teste de Tukey foi utilizado para se testar as

diferencas minimas existentes entre todos 0s grupos.

O teste t-Student, ao nivel de significancia de 5%, foi aplicado apenas
no caso de amostras pareadas.

Para amostras nao-paramétricas aplicou-se ANOVA de Kruskal-Wallis,
ao nivel de significancia de 5%. Quando p<0,05, o teste para comparacoes
multiplas foi empregado afim de se testar as diferencas minimas entre os
grupos.

O teste de Mann-Whitney, ao nivel de significancia de 5%, foi
empregado quando dois grupos independentes foram testados.

O teste exato de Fisher, ao nivel de significancia de 5%, foi empregado
quando foram comparadas proporgoes.
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO



Com a finalidade de facilitar ao leitor, alguns conceitos fundamentais a
respeito da metodologia empregada em algumas segbes foram
propositaimente introduzidos previamente a apresentagéo e discussdo dos
resultados.

3 4 INTERFERENCIA DE Na*, K* e Ca?>* NA DETERMINAGAO DO Mg
NO PLASMA (item 2.4.4, capitulo 2)

Devido o conhecimento prévio de que ions Na’, K' e Ca® estdo
presentes nos fluidos biolégicos e tecidos, conduziu-se um estudo para

avaliar as possibilidades de interferéncia destes cations na determinagao do

Mg? nas amostras de plasma e de Orgaos (secdo 2.4.4, capitulo 2). Os
animais foram designados segundo dose alta - 1500 mg/Kg (DA), dose
média -750 mg/Kg (DM) ou dose baixa - 375 mg/Kg (DB) e segundo O
numero da amostragem seguido do tempo de exposicao a droga. Assim, por
exemplo, DA 1.2 indica dose alta (1500 mg/Kg). animal 1, apés duas horas
de exposicdo ao MAPA. Os animais controle foram designados por CTRL
1.30, que indica controie negativo, animal 1, ap6s 30 minutos de exposicao a
solucdo placebo. As amostras de plasma selecionadas para o estudo de
interferéncia por fons Na*, K’ e Ca®* encontram-se na tabela 3, seguida das

concentracdes observadas para tais componentes.

Tabela 3: Concentracdes de Na', K* e Ca’* em amostras de plasma (ppm)

Amostra Na® (ppm) K* (ppm) Ca** (ppm)
CTRL 1.30 410+ 8,8 58+28 39+29
DA 1.30 408 + 6,7 78+37 29+15
DA 2.4 ND 71+25 29+27
DM 2.4 404 + 5,7 76+38 29+17
DA 1.2 406 + 3,7 72+30 29+15
DA 1.8 305 + 9,5 8,8+39 29+15
DA 1.24 398 + 8,2 45+45 29+19

ND = nao determinado. Os valores descritos na tabela correspondem a média +

desvio padrio da média de 2 animais por amostra.
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Os valores obtidos para ¢ teor de K Ca®* foram relativamente baixos,
e nossos esforcos se concentraram em estabelecer qual a influéncia exercida
pela presenga de Na™ na determinagéo do Mg®* presente nestas amostras.

Solucdes padrbes de Mg2+ foram contaminadas com concentragdes
conhecidas de 35 e 400 ppm de Na’. O resultado esta disponivel na tabela 4,
a qual também contém os valores médios para a absorbancia do Mg** de
diferentes curvas padrdes preparadas. Para exemplificar, alguns valores
obtidos para a absorbéancia do Mg** de diferentes preparacdes de solugdes
padrdes, bem como diferentes leituras de uma mesma solucdo padrao, foram
dispostos na tabela 5.

A contaminacéo das solugdes padrdes de Mg®" com 35 e 400 ppm de

Na' (tabela 4) ndo mostrou diferenca significativa em relagao aos valores
obtidos para solugdes padrdes puras de Mg** (determinado dos valores de t-
student). Ademais, considerando-se o desvio padrdao da média das
concentracdes de Mg?* nas amostras do plasma dos animais experimentais
(apéndice 1), a presenga de altas concentracoes de Na' nao interfere na
determinacao do Mg*".

Tabela 4: Absorbancia a 570,4 nm de solugbes padrbes de Mg®* puras e dopadas com
35 e 400 ppm de Na’

solugdes puras Asr04 ® solugbes dopadas As70.4
0.2 0127 + 0,03 0.2 + 400 ppm Na* 0130 + 0,02
05 0.288 + 0,02 0.5 + 400 ppm Na' 0.296 + 0,02
06 0327 + 0,02 0.6 + 400 ppm Na 0333 + 002
08 0.441 + 0,01 0.8 + 400 ppm Na 0,450 + 0,03
0,5 0,288 + 0,02 0,5 + 35 ppm Na" 0,291 + 0,02
0.8 0.441 + 0,01 08 + 35 ppm Na' 0,440 + 0,02

(a) Os valores descritos para as solugdes puras e contaminadas com Na" correspondem
& média + desvio padréo de 8 curvas independentes. O teste t de Student foi utilizado

para testar as diferencas entre as médias ao nivel de 5%.



Tabela 5: Curvas padres de Mgz" (Absorbéancia a 570,4 nm) @

solucéo (ppm) 12 leitura 22 leitura 3? leitura 42 leitura
0,2 0,098 0,111 0,123 0,128
0,4 0,202 0,221 0,233 0,236
0,5 0,269 0,271 0,283 0,288
0,6 0,310 0,316 0,328 0,332
0,8 0,439 0,431 0,443 0,445
1,0 0,536 0,551 0,563 0,565

(a) As mesmas solugdes padrdes foram utilizadas para as leituras 1e 2, com
um intervalo de aproximadamente 30 min entre elas. Outras solugbes
padrées foram preparadas para as leituras 3 e 4, seguindo-se 0 mMesmo

procedimento.

3.2 BIODISPONIBILIDADE DO MAPA

A quantificacdo do curso temporal da absorcao, distribuicao,
biotransformacao e excre¢ao quimica € denominada como cinética do agente
quimico ou mais frequentemente farmacocinética efou toxicocinética. O uso
de modelos matematicos para descrever estes processos permite previsdes
acerca do comportamento do organismo, tempo de permanéncia da
substancia teste no corpo ap0s o término da exposicao, e outras informagoes
que podem ajudar na pesquisa de novos farmacos.

A confianca na extrapolagido de dados de toxicidade de animais de
laboratério para humanos pode ser aumentada pela aplicagéo de principios
farmacocinéticos integrados aos dados de toxicidade crbnica e ao
conhecimento dos eventos macromoleculares associados com toxicidade,
por exemplo as relagdes que levam a carcinogénese.'” A comparagéo dos
parametros farmacocinéticos de uma substancia quimica entre diferentes
espécies de animais pode dar informagbes sobre a suscetibilidade diferencial

relacionada & extrapolago interespécies de dados de toxicidade. ' ™
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O objetivo deste estudo foi obter o maior nimero de informacbes
possiveis acerca da biodisponibilidade do MAPA. Estes resultados alem de
fornecerem informacdes Uteis sobre a absorcdc da droga, permitem
interpretar alguns dos resultados obtidos em outros ensaios.

Farmacocinética

A farmacocinética é a disciplina que estuda a dinamica da absorgao,
distribuicdo, metabolismo e excrecio de uma substéncia quimica no corpo. A
quantificacdo dos parametros farmacocinéticos de uma substancia guimica
como funcdo da dose administrada fornece o comportamento do modelo
farmacocinético em relacdo a diferentes quantidades da substéncia quimica
no corpo. Este tipo de estudo considera as caracteristicas da substancia
ensaiada, sendo o ensaio adaptado de acordo com elas, fornecendo
informacdes sobre o nivel e a taxa de absorcdo; as caracteristicas da
distribuicdo entre os tecidos, érgaos e fluidos corporais; sobre a fixagao
reversivel da substancia de ensaio nos sitios de agdo ou nas proteinas
plasmaticas; sobre o metabolismo; taxa de excregdo; e sobre os parametros
bioquimicos (fixacio irreversivel do produto quimico sobre um tecido ou
sobre macromoléculas, efeitos sobre os sistemas enzimaticos do
metabolismo ou a deplecdo dos compostos sulfidrila endégenos e nao
protéicos, por exemplo glutationa). Entretanto, isto n&o significa que todos
estes aspectos sejam, necessariamente, avaliados.'®

O tratamento com drogas, ou terapéutico, esta historicamente
" associado a farmacodinamica, o estudo de “o que a droga faz ac organismo”.
Ja se reconhece que a morbidez pode modificar as relacdes entre dosagem
da droga e ambos, eficacia e toxicidade da droga. Mais recentemente,
tornou-se 6bvio que a morbidez pode modificar a farmacocinética e/ou a
farmacodindmica, e que é impossivel isolar o efeito particular da doenca

nestes dois processos sem a investigacdo do decurso temporal (“time



course”), distribuicdo, absorgcdo, metabolismo e excregao da droga e seus
metabdlitos no paciente.”®*

Quando animais experimentais doentes sdo utilizados, o objetivo e
coletar 0 maior nimero de informacdes possiveis concernente ao efeito da
morbidez na farmacocinética, que é a informacéo a qual descreve "o que ©
organismo faz a droga”. Estas informagdes podem servir como base racional
para o ajuste inicial do tratamento terapéutico em um paciente em
particutar.'®

Quando um clinico prescreve uma droga, € um paciente a utiliza, a
preocupacao fundamental gira em torno do efeito benéfico do agente na
doenca do paciente, apesar do efeito colateral (“side effect”). O espectro de

efeitos indesejaveis de uma substancia quimica é bastante amplo, alguns
sendo deletérios e outros ndo. Em terapéutica, cada droga produz uma série
de efeitos, mas geraimente apenas um deles esta associado com 0 objetivo
inicial da terapia; todos o0s outros efeitos sdo denominados indesejaveis ou
colaterais daquela droga para a indicagéo terapéutica prescrita, ainda que
alguns desses efeitos colaterais pudessem ser desejaveis para uma outra
indicacao terapéutica. Alguns dos efeitos colaterais de drogas sdo sempre
indesejaveis, sendo deletérios ao bem estar dos humanos. Tais efeitos sa0
denominados como adversos, deletérios ou tOxicos.

Na pratica o fator critico nao é a toxicidade intrinseca da substancia,
mas O risco ou perigo associados & sua utilizagdo. Risco & a probabilidade
que uma substancia tem de causar dano sob condicbes especificas.
Seguranga, a reciproca do risco, € a probabilidade de ocorréncia do dano sob
condicdes especificas. Substancias potencialmente supertoxicas podem ser
usadas com seguranca quando controladas em fungdo do ambiente, afim de
prevenir absorgdo de quantidades suficientes para produzir toxicidade, nao
sendo perigosas da maneira como estdo sendo utilizadas. Portanto,

dependendo das condigbes de utilizagdo, um agente quimico muito toxico

pode ser menos perigoso do que um relativamente atoxico. A avaliacao dos
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riscos leva em conta possiveis efeitos prejudiciais para individuos ou para a
sociedade, através da utilizacdo de uma substancia na quantidade e da
maneira proposta. E importante considerar os efeitos prejudiciais ao
ambiente e, mais diretamente, a salide humana. Entretanto, a questao sobre
o que constitui um risco aceitavel € matéria de juigamento. Tais decisdes séo
multifacetadas e complexas, e envolvem um balango do risco e beneficio.
Altos riscos podem ser aceitaveis no caso de drogas utilizadas para salvar
vidas, mas inaceitaveis no caso de aditivos alimenticios. Alguns dos fatores
considerados na determinacdo de um risco aceitavel sdo: (1) os beneficios
adquiridos com a utilizagéo da substancia, (2) a adequacao e disponibilidade
de substancias alternativas para o uso identificado, (3) a extenséo antecipada

do uso piblico, (4) as consideracdes empregadas, (5) as consideracoes
econdmicas, (6) os efeitos & qualidade ambiental, e (7) a conservacao das
fontes naturais.'®

A principal proposta dos testes de toxicidade, tais como toxicidade
aguda, crénica, teratologia e reproducéo, é fornecer informacdes que possam
ser usadas para avaliar o risco (ou estimar o perigo) aos humanos, em uma
situacdo na qual o agente quimico, o individuo e as condigdes de exposicao
s&o definidas. A aproximacao tradicional para se estabelecerem os niveis de
seguranga ou tolerancia para um agente quimico ao qual humanos possam
ser expostos € reduzir o nivel onde nenhum efeito foi observado ("NOEL, no-
observed-effect-level”) a um fator seguro, que leva em consideragao ambas
as variagdes, intraespécies e interespécies.'® E 6bvio que para se calcular a
dosagem maxima a qual humanos poderiam ser expostos a uma
determinada droga ou substancia sem exceder um certo risco, O risco
necessita primeiro ser determinado. Um risco aceitavel depende de uma
série de fatores, que incluem seus beneficios & sociedade. O
estabelecimento de niveis de risco aceitaveis é uma tarefa que intera toda a
sociedade e ndo apenas a comunidade cientifica.




As caracteristicas da exposicdo e o espectro dos efeitos se
correlacionam de diversas maneiras para diferentes drogas. Esta correlagao
& denominada como relacdo dose-resposta, e constitui o conceito mais
fundamental em farmacologia e toxicologia. Na verdade, a compreensao
desta relacdo é fundamental para o estudo de substancias toxicas ou
terapéuticas. As curvas dose-resposta descrevem a relacao entre um agente
quimico e um efeito observado ou resposta. Para tanto, deve-se saber com
razoavel certeza se a resposta observada é o resultado da exposicéo aquela
determinada substancia. Assim sendo, a toxicidade de uma determinada
substancia e o seu efeito terapéutico sdo dependentes da dose administrada,
sendo que uma maior toxicidade & observada apds altas doses de uma

substancia do que apos uma dose baixa. Entretanto, com relagao o conceito
dose-resposta, mais importante € a concentracdo do agente quimico que
atinge o 6rgo aivo do que a dose administrada. Tal concentracao dependera
da disponibilidade da substancia, isto €, da sua absorc&o, distribuigao,
biotransformacdo e excre¢do, estando todos interrelacionados quando se
deseja determinar quais as possibilidades terapéuticas de uma nova
substancia, bem como seu grau de toxicidade.'®

Entretanto, como ilustrado no esquema 1, mMuitos processos se
inferpdem entre a administragdo da dose, a concentracao resultante no
plasma ou no sangue e o aparecimento do efeito terapéutico da droga.
Processos fisiolégicos, que na maior parte das vezes estdo alterados pelo
estado de morbidez, determinam quéo rapida, ou seja em quanto tempo, e
em qual concentracéo a droga ira atingir o 6rgéo alvo, por quanto tempo ira
permanecer nele e ainda quem é responsavel pela atividade terapéutica
observada, se a droga ou algum produto de seu metabolismo. As trés etapas
mostradas no esquema 1, biodisponibilidade, distribuicdo e excrecéo
(‘clearance’), representam as trés varidveis farmacocinéticas mais
importantes.’®
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As drogas sao eliminadas do sangue através da biotransformacao,
excrecdo, e acumulagdo em varios sitios de armazenagem. A importancia
relativa destes processos depende das propriedades fisico-quimicas da
droga. Os rins representam as principais vias de eliminagdo de muitas
drogas do organismo, embora outros 6rgéos tenham papel fundamental na
eliminacdo de outras. Embora o figado seja o Orgéo mais ativo na
biotransformacéo de drogas, enzimas em outros tecidos, como as esterases
no plasma, também podem biotransformar drogas. A biotransformagéo €
frequentemente pré-requisito para a excrecao renal, principalmente no caso
de drogas lipossoliveis, sendo subsequentemente reabsorvidas pelos
tibulos renais apo6s filtragdo. Apds a droga ser biotransformada, seus

metabdlitos podem ser preferencialmente excretados na bile ou urina. A
eliminacdo das drogas dependera da velocidade na qual a substancia é
eliminada do organismo, ou seja, da sua distribuicao.'®

A concentracdo de uma droga que atinge o sangue dependera do seu
volume aparente de distribuicdo, conhecido como Vy , uma medida do
espaco aparente disponivel no organismo para conter a droga. Entretanto a
distribuicdo de uma droga é usualmente bastante complexa.*

Se uma droga se distribui rapidamente nos tecidos, sua concentragao
no plasma ird diminuir exponencialmente com o tempo. Quando os dados
sa0 representados em um grafico como concentragéo logaritmica no plasma
em funcao do tempo, uma linha reta é obtida e o corpo pode ser considerado
como um sistema de um compartimento para a substéncia em questao. A
concentracdo da droga nos tecidos atinge o equilibrio com aquela no plasma
muito rapidamente. Entretanto, muitas das drogas necessitam longos tempos
para que suas concentragbes nos tecidos alcancem o equilibrio com aquelas
no plasma, resultando em uma eliminagdo biexponencial da droga. Neste
caso, a disposicdo da droga obedece um modelo de dois compartimentos.
Durante a fase distributiva, também chamada de fase a, as concentracdes da

droga no plasma diminuirdo mais rapidamente do que na fase pos-



distributiva, também chamada de equilibrioc ou eliminacéo, fase B. A fase
distributiva pode durar desde alguns minutos até dias. Se a fase distributiva &

aparente ou nao, dependera do tempo em que as primeiras amostras
plasmaticas forem obtidas.'®

DOSE DA DROGA
G mmemmmmee Biodisponibilidade

- ma absorcdo

- 12 gtapa perdida
Distribuic80 ~--wnmesscaca-—y - interagio entre drogas
- ligagdo protéica efou alimento
- fluxo sanguineo - idade e desenvolvimento
- idade e desenvolvimento

4
CONCENTRAGAQ DA DROGA

NA CIRCULAGAO GERAL

Previsdo do curso > EXCREGAO

hd

temporal da droga - fungao renal

- variagbes cronologicas - fungéo hepatica

- eliminag&o nao linear - idade e desenvolvimento

- pardmetros populacionais - ligacéo protéica

- monitoramento - doengas e outras
perturbacdes

- fatores genéticos

£

Farmacocinéfica

Farmacodinamica

CONCENTRAGAO DA DROGA

/ NO SITIO RECEPTOR \

TOXICIDADE EFICACIA

\l UTILIDADE

ESQUEMA 1: Interrelagdio esquematica entre farmacocinética e farmacodinamica no paradigma

dose-utilidade. Os topicos indicam alguns fatores que podem aiterar tais parametros.

A eliminacdo de algumas drogas pode ser ainda muito complexa para

ser descrita por um modelo de um ou dois compartimentos, sendo
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necessarios modelos multicompartimentais, ©0s quais descrevem a
disposicéo de drogas lentamente distribuidas e liberadas de compartimentos
mais profundos. Neste caso, o volume de distribuicdo, uma constante, nao
tem significado fisiologico e usualmente ndo se refere ao volume real, e
dependera da afinidade da droga por proteinas plasmaéticas e/ou pelos
tecidos.'® De fato, a ligacao aos tecidos pode ser téo grande de forma que o
volume farmacocinético para a droga seja muito maior do que o volume real
do corpo. Os varios 6rgdos do corpo concentram muitas drogas em
diferentes extensdes, e se alguns 6rgdos tém alta capacidade para remover
uma droga do plasma, esta droga ira exibir um largo volume de distribuicao.

Se a droga tem um largo volume de distribuicdo, € 0 mesmo que ser

excretada lentamente j4 que uma quantidade menor esta disponivel no
plasma para a excregao.

Além desses fatores, a distribuicdo de uma droga no organismo pode
variar com o tempo. O sitio inicial onde uma droga se localiza depende do
fluxo sanguineo na darea, da permeabilidade do tecido & droga e da
disponibilidade dos sitios de ligagdo. Uma droga pode, por tltimo, se
redistribuir em tecidos menos perfundidos quando mais sitios de ligacao
estdo disponiveis. Similarmente, a redistribuicdo de drogas altamente
lipofilicas de tecidos bem perfundidos, tal como o cérebro, a tecidos menos
perfundidos, tais como os tecidos adiposos, ocorre em fungéo do tempo.'®

O volume aparente de distribuicdo (Vy ) de uma droga e importante
para determinar a quantidade total da droga no corpo, sendo funcdo da
concentracdo logaritmica da droga no plasma, apés administracao
endovenosa.’ A necessidade de administragdo endovenosa para a
determinacdo de V, , entre outros parametros cinéticos, pelos metodos
convencionais, dificulta a avaliacdo do comportamento de uma droga no
corpo quando ndo é possivel obter a cinética da droga apds administracao
endovenosa.
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Os parametros de biodisponibilidade podem ser analisados por
diferentes métodos matematicos, segundo o procedimento selecionado e a
deciszo do operador.’® A absorcao de uma droga depende das propriedades
fisicas do composto, tais como lipossolubilidade e velocidade de dissolugao.
Embora seja frequente a associacao entre aumento da solubilidade lipidica e
aumento da absorcdo, uma substancia extremamente lipossollvel ndo ira se
dissolver nos fluidos gastrointestinais e a absorgdo sera lenta.”” A absorgéo
de uma substancia é o processo pelo qual os compostos atravessam as
membranas do organismo e atingem o fluxo sanguineo.

Entretanto, a quantidade da droga que atinge a circulagcao sistémica
depende de uma série de fatores. Primeiro, ela dependera da quantidade

absorvida pelas células gastrointestinais. Antes que a droga atinja a
circulagdo sistémica geral, ela pode ser biotransformada pelas celulas
gastrointestinais, extraida pelo figado e excretada na bile, biotransformada
pelo figado ou biotransformada pelos pulmdes. Este fendbmeno de remogao
da droga ap6s a absorcio, antes de atingir a circulagdo sistémica geral, é
conhecido como eliminacao pré-sistémica, ou efeito de primeira passagem. A
quantidade de composto que atinge a circulagdo sistémica geral apos a
administracdo é conhecida como a biodisponibilidade do composto.'

Entretanto, a determinacdo deste parametro € limitada pelas
possibilidades de obtencZo da cinética para administracdo endovenosa, o
que nem sempre & possivel, considerando-se que nem todas as drogas
podem ser administradas por via endovenosa.*

Um numero elevado de outros fatores também altera a absorgéo. Por
exemplo, desnutricdo, idade do animal, interagdo com outras drogas, EDTA
(4cido etilenodiaminotetracético) e outros agentes quelantes que aumentam
a solubilidade e a absorcao de metais, o fato de que um metal pode alterar a
absorc&o de outro etc.'®
A maioria das drogas atingem a circulacdo sanguinea de humanos

apds a absorgio da pele, puimdes, ou trato gastrointestinal. Entretanto, ao

n



serem estudadas, as drogas sdo administradas aos animais de laboratério
por vias especiais, sendo as mais comuns: (1) intraperitoneal, (2)
subcutanea, (3) intramuscular, e (4) endovenosa. A absorcao de drogas
depende da via de administragdo, sendo que a via endovenosa introduz a
droga diretamente no fluxo sanguineo, eliminando o processo de absorcao.
Além disso, a formulacdo da droga também pode afetar a velocidade de
absorcao.'®

Informacdes preliminares acerca da biotransformacéo e excrecao de
drogas podem ser obtidas comparando-se a cinética de absorcao da droga,
quando diferentes vias de administracdo s&o utilizadas. Por exemplo, uma

droga que tenha uma toxicidade seletiva por algum outro 6rgao que nao o

figado e o trato gastrointestinal sera muito menos toxica quando administrada
intraperitonealmente do que quando administrada subcutaneamente ou
intramuscularmente. Compostos que ndo sao biotransformados pelo figado
ou excretados na bile deverdo apresentar uma toxicidade independente da
via de administracéo.'®

Experimentos

Por ser insolGvel nos veiculos de administracdo convencionais, O
MAPA n3o pode ser administrado diretamente no fluxo sanguineo. A via
intraperitoneal foi selecionada pois drogas administradas subcutaneamente e
intramuscularmente s3o usualmente absorvidas a uma velocidade mais
lenta.'” A execucdo de testes de biodisponibilidade oral € uma hipGtese
limitada pela grande quantidade de droga a ser administrada e a grande
amplitude de pH do tubo gastrointestinal poderia afetar a velocidade de
absorcao da droga.

Outra razdo que contribuiu para a escolha da via intraperitoneal foi o
conhecimento de que as drogas s3o mais lentamente absorvidas de

suspensdes do que de solugdes.'™ A cavidade peritoneal oferece uma
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grande superficie de absorcdo através da qual as substancias atingem mais
rapidamente a circulagdo e suspensdes do MAPA foram preparadas para a

administracdo aos animais.

EXPERIMENTO 1 (item 2.4.1, capitulo 2)

Foram selecionados 6 animais ao acaso para cada tempo de exposi¢céo
a droga. Esses animais foram tratados com 750 mg/Kg de MAPA,
administrados em dose volume de 10 mL/Kg de peso corporal, diretamente
no peritdnio dos animais. Aos animais controle foi administrado tampao PBS-
A, na mesma razao dose-volume. Apés diferentes tempos de exposicao a
droga, o teor de Mg®* foi medido em amostras tratadas de plasma e dos

principais 6rgdos. O tratamento do plasma e dos 6rgaos foi descrita nos itens
2.4.2 e 2.4.3 do capitulo 2.

A farmacocinética é a relacdo matematica que existe entre a dose de
uma droga e sua concentracdo em um sitio prontamente ascessivel no
organismo (por exemplo, plasma ou sangue), nao sendo direta ou simples
para muitas drogas. O perfil das curvas de concentracédo plasmatica de Mg**
X tempo de exposicdo a droga MAPA (Figuras 2 e 5) € uma funcao da
biodisponibilidade, distribuicao e fatores de perda.

De acordo com o grafico, figura 2, nossos resultados da concentracao
plasmatica de Mg®* sugerem que a absorgao da droga é rapida e nao se trata
de um modelo monocompartimental de absor¢do. Um segundo pico de
concentracdo pode ser observado, indicando uma reabsorcao entero-
hepatica apés eliminagdo bilear ou uma acumulagdo em algum orgao,
seguida da distribuicdo na circulagéo periférica. Os valores obtidos para a
variacdo da concentracao de Mg?* plasmatica foram estatisticamente
analisados utilizando-se ANOVA. A anadlise de varidncia estabeleceu
existirem diferencas significativas entre as médias obtidas ao nivel de
significancia de 5% (p<0,001). Em funcéo deste resultado, o teste de Tukey

foi utilizado para testar as diferencas minimas significativas entre as médias
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obtidas, confirmando a presenca de dois picos maximos de concentracéo de
Mg®*, ap6s 1 h e 2,5 h (p<0,001).

O valor obtido para a concentracdo meédia de Mg apos 1 h é
estatisticamente significativo em relacéo aos valores obtidos apds 30 min e
1,5 h (p<0,001 e p<0,01 respectivamente). Da mesma forma, o valor obtido
para a conceniracao média de Mg®* apés 2,5 h é estatisticamente
significativo em relacdo aos valores obtidos apds 2 h e 3 h (p<0,001). _

Segundo Graves e colaboradores'®, erros experimentais podem ser
frequentemente observados e, nestes casos, a cinética resulia em um
modelo monocompartimental, entretanto, na maioria dos casos, picos

secundarios indicam que uma absorgao diferenciada esteja ocorrendo. ' %

Sendo assim, a hipdtese de erro analitico pode ser descartada devido as
condicdes experimentais, pois 0 método utilizado é amplamente empregado
na literatura para determinacdes de Mg?*.#" 58 64 86. 71, 94, 110-114

As concentracbes de Mg® plasmaticas e os respectivos desvios

padrdes em funcéo do tempo estao disponiveis na tabela 1 do apéndice 1.
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Figura 2: Curva da cancentracgo plasmética de Mg2+ (ug/mL) em fungéo
do tempo de exposico & dose Unica de 750 mg/Kg MAPA (h).

A hipbtese de diferentes rotas de excregdo, com possibilidade de

reabsorcdo pelos tibulos renais apos filtragdo e mecanismo de primeira
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passagem através do figado, previamente & distribuicho na circulagao
periférica, é reforcada pelos resultados obtidos para o teor médio de Mg**
encontrados nos 6rgdos selecionados para analise. Os resultados
representados nas figuras 3 e 4 revelam um maior acumulo do Mg®* no
figado, pancreas, baco e rins. Segundo Lukas e colaboradores'”, a via
parenteral intraperitoneal de administracdo resulta em uma rapida absorcao
da droga devido o rico suprimento sanguineo da cavidade peritoneal e a
grande superficie de absorcao. Compostos administrados
intraperitonealmente s&o primeiramente absorvidos através da circulacao
portal, devendo, em seguida, passar através do figado antes de atingir outros
6rgaos. Entdo, uma droga que é administrada intraperitonealmente deve ser

completamente biotransformada ou extraida pelo figado e excretada na bile,
através de mecanismo de primeira passagem. Os resultados obtidos para o
aparecimento do Mg®" nos diferentes érgéos e no plasma concordam com o
mecanismo proposto por Lukas e colaboradores'®; os picos maximos de
absorcao do Mg?* para o figado, apos 30 min e 2,0 h da administracao da
droga, antecederam o aparecimento no plasma e nos outros 6rgaos.

Os promissores resultados obtidos em fase pre-clinica da
administracdo de MAPA, principaimente em pacientes que apresentam
diferentes tipos de tumores sugerem sua agdo como um modificador da
resposta biologica (imunomoduIador/imunoestimulante).‘ Resultados clinicos
fase | da administracdo da droga (5 mg/dia) em pacientes com cancer de
pancreas, sem resposta a cirurgia ou a quimioterapia, mostraram significativo
efeito nas células brancas, sem qualquer desvio hematolégico ou efeito
toxico. O acimulo de Mg®" mais pronunciado neste 6rgéo (Figura 3), sugere
uma possivel contribuico deste ion, como um dos componentes majoritarios
do MAPA, na resposta clinica observada: manutencdo das caracteristicas
fisicas e continuidade das atividades normais dos pacientes tratados.”
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O aumento do teor de Mg® no bago (Figura 3), concorda com
resultados preliminares do aumento no nivel de células linféides (T e B)
observados em achados anatomopatolégicos em ratos tratados.’

As concentracdes de Mg®* nos diferentes 6rgdos e os respectivos
desvios padroes em funcio do tempo estdo disponiveis nas tabelas 2 e 3 do

apéndice 1.
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Figura 3: Concenfracéio média de Mg2+ {ug/g 6rga0/100 g animal) no pancreas, bago,
figado e estdmago em fungdo do tempe de exposigio & dose nica de 750 mg/Kg
de MAPA, (h).
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Figura 4: Concentragio média de Mg2+ (ug /g 6rg3o/100g animal) nos pulmdes, rins,
coragio e vesicula seminal em fungéo do tempo de exposicsio a dose unica

de 750 mg/Kg de MAPA (h).

Nossos resultados de concentragdo plasmatica de Mg®* x tempo
(Figura 2) foram analisados segundo métodos n&o-compartimentais. Os
parametros determinados diretamente do grafico incluem a concentracio
pico (Cmax) € O tempo para se alcangar o pico de concentracdo apds a
administracio da dose (tms). A area sob a curva (AUC) foi determinada pelo
meétodo trapezoidal. A AUC, apés uma administracao em dose unica, foi
determinada pela extrapolacdo ao tempo infinito como descrito por Bium e
colaboradores.'"™

AUC = AUCy _;+ + Cy/ B

onde AUC, _ € a area sob a curva, calculada do tempo zero até a dltima
concentracdo plasmatica coletada, denominada por Ct, € B € a constante de
velocidade terminal descrita a seguir.

Segundo Niedworok''® a AUC,_: pode ser calculada pelo método
trapezoidal:

AUCg_,t=E‘/z[Cn+Cn+1 . (t(n+1)“t(ﬂ))]
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onde (n) e (n + 1) sdo as concentragdes plasmaticas do Mg®* em dois
intervalos consecutivos de tempo, e (tm+1) -t (n) representa o intervalo de
tempo entre as duas amostras de plasma.

A area sob a curva da ultima amostra de plasma (t) ao infinito pode ser
calculada pela relagao:

Areadet aoo=Cy¢ /P
onde B € a inclinagdo da curva na fase linear terminal do grafico

semilogaritmico da concentragio plasmatica de Mg®* x tempo.'*®

O tempo de meia-vida (ti) foi determinado a partir do grafico

semilogaritmico da concentracio plasmatica de Mg** x tempo :
t,, = 0,693 /

Os parametros farmacocinéticos obtidos para a absorcao de Mg®* apos a
administracdo 1P de MAPA, 750 mg/Kg, estao sumarizados na tabela 6.

Tabela 6: Parametros farmacocinéticos da droga MAPA administrada via IP em dose

Unica de 750 mg/Kg/dia
Dose (M@/Kg) | Crmax (ng/mL) tmax (D) AUC (ug/mL.h™") ty, (h)
750 49,5 2,5 255,9 5,3

EXPERIMENTO 2 (item 2.4.1, capitulo 2)

Um exame do comportamento da cinética do Mg?* plasmético quando
diferentes doses de droga sao utilizadas, também fornece informacoes uteis
quanto ao decurso temporal da concentracao da substancia no organismo.

Este segundo experimento teve como finalidade avaliar o
comportamento da cinética da concentragdo plasmatica de Mg** quando

diferentes doses de MAPA foram administradas. Para o experimento 3 doses
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foram selecionadas, 375, 750 e 1500 mg/Kg, as quais foram administradas
em grupos separados de 2 animais por tempo de exposicdo & droga. A
determinacdo do Mg*" nas amostras de plasma foi feita empregando-se o
mesmo procedimento do experimento 1.

Embora todas as estruturas secretoras do organismo tenham a
capacidade de excretar substancias, os pulmdes, o figado e principalmente
0s rins s&o as vias mais importantes de eliminagdo de substéncias quimicas
do organismo. O tempo necessario para que a concentracgdo de uma
determinada substancia diminua pela metade é conhecido como tempo de
meia-vida (ti) ou meia-vida de eliminagao. A eliminacdo inclui todas as vias
de biotransformacéo e excrecdo.'®

O tempo de meia-vida de uma substancia que obedece a cinetica de
eliminacdo de primeira ordem é independente da dose; ou seja, um grafico
da concentracdo quimica/dose em fungdo do tempo fornece uma linha reta,
independente da dose. Este comportamento é conhecido como principio da
superposicdo para drogas que seguem o modelo monocompartimental
(cinética de primeira ordem). As caracteristicas mais importantes de uma
eliminagdo de primeira ordem s&o: (1) a representagdo semilogaritmica do
log da concentracdo plasmatica versus o tempo resulta em uma linha reta
simples; (2) a razdo ou a quantidade da substéncia eliminada em qualquer
tempo € diretamente proporcional a concentragdo ou quantidade da
substancia no corpo naquele tempo; (3) a meia-vida (t12) € independente da
dose; e (4) a concentragdo da substancia no plasma e outros tecidos diminui
a uma fracdo constante por unidade de tempo, sendo denominada de
constante de velocidade de eliminagéo.'®

Quando a representacdo semilogaritmica da concentracdo plasmatica
de uma substancia em funcdo do tempo € melhor descrita por uma curva
exponencial em lugar de uma linha reta, entdo uma analise

multicompartimental & necessaria.** 1%
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O resultado do perfil de absorcdo-eliminacéo de Mg?* no plasma em
funcdo do tempo, quando diferentes doses de MAPA foram utilizadas, foi
analisado segundo os critérios de eliminagdo em modelos mono e
multicompartimentais.

A figura 5 ilustra tipicas curvas de concentrag&o de Mg®* plasmaticas
em fungao do tempo para as trés diferentes doses de MAPA utilizadas no
experimento. Os valores e os respectivos desvios padroes representados na
figura 5 estao disponiveis na tabela 4 do apéndice 1.

O perfil das curvas de concentracéo plasmatica de Mg?* em fungéo do
tempo para as trés doses seguiu 0 mesmo comportamento do experimento 1,
no qual 6 ratos foram injetados IP com doses Unicas de 750 mg/Kg de

.y

MAPA. De fato, a eliminacdo da maioria das drogas nao é exponencial, ja
gque as concentragbes de drogas normalmente nao atingem o0s niveis
necessarios para a saturacdo do processo de eliminaggo.'® ' Os
parametros farmacocinéticos obtidos para a absorcao de Mg® apds a
administracdo da droga MAPA, nas trés doses mencionadas, estao
disponiveis na tabela 7. Nesta tabela foram incluidos os valores dos dois
picos de concentragdo de Mg*>* e o tempo em que ocorreram. Os calculos
para a AUC e para o t, foram efetuados utilizando-se a mesma metodologia

do experimento 1.
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Figura 5: Curva da concentragdo plasmética de Mg2+ (ug/mL) em funcéo
do tempo de expoxicio ao MAPA (h), nas trés doses indicadas.

Tabela 7: Parametros farmacocinéticos da droga MAPA administrada via IP em doses
unicas de 375, 750 e 1500 mg/Kg

Dose Crmax - 1 tmax = 1 Cormax - 2 tomax - 2 AUC t 4
(mg/Kg) (ng/mL) (h) (ng/mL) () |(ug/mLh™") (h)
375 24,95 0,5 20,55 2,0 146,95 45
750 36,25 0,5 43,25 2,0 254,59 47
1500 58,25 05 59,55 2,0 593,75 11,7

Os resultados da tabela 7 confirmam a hipétese de que a droga nao
segue uma cinética monocompartimental. O principal critério que propdem tal
afirmacao é o fato de que um gréafico semilogaritmico do log da concentracao
de Mg®* em fungao do tempo nao fornece uma linha reta.

O maior tempo de meia-vida (1) calculado para a dose de 1500 mg/Kg
coloca em ddvida a utilizacdo de doses acima de 750 mg/Kg quanto a
extrapolagao de resultados para doses menores. De fato, a eliminacao de
drogas, tenha sido esta metabolizada e modificada ou nao, e feita,
principalmente, pelos rins (depuragéo renal), e, em geral, tanto ocorre
eliminacao por filtragdo glomerular como secregdo tubular ativa, podendo
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haver diminuicdo percentual da eliminagdo corporal total, quando ha
comprometimento renal ou ainda hepatico (nos casos em que ocCOITe
mecanismo de primeira passagem). Consequentemente, a diminuicdo da
eliminacdo da droga, seja por alteracbes nos processos de excrecdo ou
metabolismo, pode ser observada por um ti, prolongado. Esta meia-vida
prolongada leva & retengdo da droga no corpo, podendo aumentar a
atividade da droga (efetividade) ou aumentar a possibilidade de toxicidade
quimica.'®

3.3 EFEITOS DA DROGA MAPA EM RATAS INOCULADAS COM
CELULAS DO TUMOR DE WALKER-256

E de fundamental importancia a descoberta de novos agentes Uteis no
tratamento de neoplasias. O avanco para a descoberta de novas drogas para
o tratamento de doencas, em especial aquelas consideradas graves ou
fatais, como AIDS e cancer, frequentemente dependem da colaboragao entre
a industia e centros de pesquisa. Os esforgos dedicados ao
desenvolvimento de novas drogas com destinos especificos, muitas vezes
contribuem para o descobrimento ndo intencional de uma atividade
terapéutica diferente.

Resultados preliminares demonstraram que o MAPA nao apresenta
atividade citotoxica contra células tumorais in vitro, tendo sido testado contra
53 linhagens de células tumorais, as quais representam 8 tipos diferentes de
tumores.”’ Entretanto, efeitos antitumorais in vivo foram observados em
estudos preliminares contra diferentes tipos de tumores.™

Esta aparente contradigdo sugeriu a hipétese de que a atividade
observada para o MAPA poderia estar relacionada aos mecanismos
protetores do hospedeiro. O modeio do tumor de Walker-256 (W256) foi
proposto para 0 estudo dos efeitos antitumorais do MAPA in vivo e sua

possivel relacdo com o sistema imunolégico.



Os objetivos especificos destes experimentos foram: (1) avaliar se o
tratamento de ratas portadoras do tumor de W256 com a droga MAPA
resulta em efeitos benéficos; (2) avaliar se os eventuais efeitos benéficos
dependem de um efeito antitumoral direto (citotdxico) contra o tumor, ou se
ocorrem através da estimulagdo do sistema imune; (3) avaliar qual a poténcia
do efeito benéfico, por exemplo, através da frequéncia da manifestacéo e da
relacdo existente com a agressividade do modelo tumoral empregado; (4)
avaliar se o efeito observado é dependente das doses de MAPA
empregadas.

O tumor de Walker-256

Em 1928, o pesquisador George Walker da Universidade John
Hopkins observou o aparecimento de um tumor na regido da glandula
mamaria de uma rata albina prenhe. Tratava-se de uma neoplasia de
crescimento espontdneo que regrediu totalmente durante o periodo de
lactacio e que voltou a crescer rapidamente apds o desmame da prole.
Naquela ocasido foi observado se tratar de um adenocarcinoma, e testes de
transplantabilidade mostraram a capacidade de fragmentos do tumor original
crescerem em ratos receptores.'’® Além do implante SC de fragmentos do
tecido tumoral (tumores sélidos), transplantes puderam ser realizados
através de inoculagdo de suspensdo de células tumorais obtidas do proprio
tumor solido na cavidade peritoneal de ratos, ou mesmo de células tumorais
mantidas através de culturas in vitro, resultando no crescimento de células
livres na cavidade com a formacéo abundante de liquido ascitico.”"® "'

Diferentes patblogos tém diagnosticado o tumor de W256 como:
sarcoma, carcinossarcoma e carcinoma.'?® ' Mais recentemente, Simpkins
e colaboradores'® sugeriram uma origem hematopoiética para este tumor.

Diversas vias de inoculacao ja foram utilizadas para a administracao

das células tumorais. Especificamente quando utilizada a via subcutanea, ha



um desenvolvimento tumoral com caracteristicas proprias. No inicio do
desenvolvimento, o tumor de Walker se apresenta firme a apalpacao,
localizado e de forma arredondada, mas com o0 seu desenvolvimento em
tumores maiores, ocorre infiltragio da pele e da musculatura adjacente.”®
Ademais, tal via de inoculacéo oferece certas vantagens para o estudo dos
efeitos sistémicos humorais provocados pelo tumor, principaimente quando
sitios dorsais, longe das regides cervical e caudal, séo utilizados, com o
intuito de ndo produzir dificuldades mecénicas a ingestédo de alimentos ou
paralisias do trem posterior.”** Além disso, Rettori e colaboradores'*
salientaram que quando tumores soélidos sdo usados  para iniciar

experimentos (transplante de pedagos, inje¢cdes apos tripsinizacao tumoral

etc), outra fonte de variabilidade é adicionada aos modelos: o inicio do
crescimento tumoral. Através da injecdo de uma amostra de células livres
obtidas da cavidade peritoneal, todas as injecdes levam imediatamente ao
crescimento tumoral continuo e independente.

Em humanos, o inicio dos efeitos sistémicos usualmente coincide com
a disseminacdo metastatica e os efeitos invasivos efou mecanicos
associados as metastases sio geralmente implicados na causa da morte.'
Por outro lado, modelos experimentais tém sido descritos nos quais a morte
ocorre na auséncia dos efeitos locais provocados pelas metastases.™ '#/

Apesar de Walker nao ter relatado o aparecimento de metastases na
rata que originou o tumor primario e nem naquelas que receberam
transplantes subsequentes, trabalhos posteriores descreveram a formacao
de metastases em orgaos preferenciais, inclusive sendo dependentes da via
de inoculacio utilizada.'® ' Atualmente existem duas linhagens do tumor
de W256, identificadas como A e B. Guaitani e colaboradores'®, mostraram
que a linhagem B, apesar de exibir uma morfologia geral muito semelhante,
apresenta-se distinta, principaimente na invasividade e na capacidade de
induzir caquexia. Foi observado que os animais portadores da linhagem A

apresentavam frequentemente disseminagoes metastaticas, caquexia tardia



e maior sobrevida do que os portadores da linhagem B. Nos portadores da
linhagem B ndo foram observadas metastases, porém a inducao de anorexia
e caquexia precoce, acompanhada de lesbes renais, resultam em uma
reducao consideravel do tempo de vida meédio destes animais."®® Segundo
Rettori e colaboradores™, independentemente da localizacdo e
complicacdes locais, as metastases antecipam o inicio dos efeitos sistémicos
do cancer e 0 desencadeamento dos efeitos sistémicos determinam uma
mudanca critica no curso temporal da doencga.

Apds a inoculagdo das células tumorais foi possivel descrever a
ocorréncia de dois periodos no desenvolvimento da doenga. Inicialmente um
periodo muito variavel assintomatico, denominado subclinico (PsC), seguido

por um periodo denominado clinico (PC), no qual os sintomas observados
permitiram subdividi-lo em uma fase moderada (PCm) e outra grave (PCq).
O término do PsC é definido pelo aparecimento repentino de anorexia,
anemia, imunodepressao (atrofia do timo), retencéo de Na® e agua. O ultimo
dia dos efeitos sistémicos que caracterizam a fase moderada é marcado pelo
agravamento na anorexia e por mudangas agudas no peso corporal efou no
balanco de agua estimado.

Uma grande variabilidade individual quanto ao aparecimento dos
efeitos sistémicos & observada em ratos inoculados unifocalmente com
células tumorais de Walker. Segundo Rettori e colaboradores'®, a grande
variabilidade individual na sobrevida, 16 a 60 dias ou mais (biologicamente
equivalente a 1-4 anos ou mais para o cancer humano), nao esta relacionada
3 variabilidade observada na duracdo do PC (6-9 dias). Descontinuidade e
alta variabilidade individual também s&o caracteristicas importantes na
histéria natural do cancer em humanos e em outros modelos
experimentais.'®> 1% 13 |noculagdes unifocais compreendem experimentos
longos, ndo sendo conclusivos quanto & evolugao dos efeitos sistémicos do
tumor, devido as diferencas individuais pronunciadas no grau de
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comprometimento sistémico, embora sejam particularmente (teis para
estudos de sobrevivéncia e desenvolvimento da massa tumoral.

A grande variabilidade observada no tempo de iniciagdo dos efeitos
sistémicos em ratos inoculados unifocalmente com células do tumor de
W256 (6-47 dias ou mais), pode ser contornada através do modelo de
inoculagbes multifocais proposto por Rettori e colaboradores™. Neste
modelo, a inoculacdo SC de células tumorais de W256 em dois ou mais
sitios separados na regido dorsal do rato simula a disseminacdo metastatica,
levando a uma reducéo consideravel do tempo experimental, por antecipar e
induzir uma sincronizacdo dos efeitos sistémicos observados nos animais.
Embora n&o haja diferenca significativa para a duracéo do PC, a duragaoc do

periodo assintomatico é reduzida em todos os animais para 3-5 dias,
facilitando o estudo dos mecanismos envolvidos na transicdo do PsC ao PC.
Devido aos efeitos sistémicos se manifestarem antes do desenvolvimento
significativo das metastases este modelo & util nas investigagbes da natureza
destes efeitos, bem como dos mediadores humorais envolvidos. '

O tumor de Walker tem sido amplamente utilizado em estudos
experimentais, principalmente dos processos fisiopatologicos envolvidos na
inducdo de anorexia, caquexia e formagdo de metéstases, por ser faciimente
transplantavel, com porcentagem de “pega” de até 100% e por ter evolugao
rapida, com o aparecimento de metastases em diversos 6rgdos.'** 12 137 12
Em geral, 0s modelos experimentais disponiveis para o estudo do cancer,
através da inoculacdo de uma suspensdo de células tumorais em uma
populacdo homogénea, permitem o estudo da fase final de seus efeitos em
condicdes onde muitos fatores, conhecidos por influenciar no progndstico,
sdo controlados. Apesar disso, a evolucdo da doenca mantém uma alta
variabilidade individual no curso-temporal. Nos ratos portadores do
tumor de W256, o céncer também evolui, aparentemente, sem causar
disturbios fisioldgicos durante um periodo imprevisivel de tempo, o qual

& repentinamente interrompido pelo inicio de um periodo no qual



alteracGes homeostaticas graves tornam-se evidentes e levam a morte dos
animais.m' 126, 130, 133-135

Nestes estudos foi empregada a linhagem A do tumor de W256, que €
agressiva quanto & capacidade de induzir efeitos sistémicos, mesmo quando
utiizada em uma Unica inoculacao subcutanea, e uma sublinhagem
denominada Ar, que manifestou-se durante experimentos realizados com a
linhagem A pelo Dr. Rettori (CAISM), sendo menos agressiva, com um
crescimento tumoral mais lento. Com frequéncia, 60-80% de regressbes sao
obtidas quando uma Unica inoculagao SC ¢ utilizada, apbs os tumores terem
atingido 15-30 mm de didmetro. Estes animais ficam totalmente imunes a
reinoculacdes com células tanto da linhagem A como da sublinhagem Ar.
Entretanto, apenas 20% de regressdes s3o observadas quando os animais
recebem 2 inoculagdes SC, enquanto que com 4 ou mais inoculagbes 0s
tumores progridem e matam 100% dos animais. O crescimento tumoral mais
lento da sublinhagem Ar e sua posterior regressdo ndo estdo associados a
uma mudanga no mecanismo interno destas células que estabelece o tempo
de duplicacdo. Células de ambas, linhagem A e sublinhagem Ar, apresentam
o mesmo tempo de duplicacdo enquanto crescem na cavidade peritoneal
(aproximadamente 14,5 h). A diferenca ndo estaria associada ao
aparecimento de antigenos de histocompatibilidade na sublinhagem Ar, pois
a imunidade desenvolvida posteriormente é também contra a linhagem A.
Portanto, é possivel que a diferenca esteja associada a uma menor produgao
de fatores humorais permitindo o ataque das células protetoras e a aquisicao
de mecanismos mais efetivos de defesa contra este tumor.'®

A defesa do hospedeiro contra o tumor

A primeira vista pareceria que o hospedeiro ndo impusera nenhuma
resisténcia ao tumor, pois quase sempre a vantagem do cancer € arrasadora

sobre 0os mecanismos de defesa do organismo. Esta defesa é comandada
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principaimente pelo sistema imune através da imunidade celular e humoral
(anticorpos). Entretanto, o importante papel da defesa exercida pelo
hospedeiro pode ser devidamente avaliado quando, previamente a
inoculacdo tumoral, o sistema imune é experimentaimente suprimido. Nestas
condicdes, tumores pequenos rapidamente provocam a morte em 100% dos
animais em poucos dias, praticamente com nenhuma variabilidade individual.

A participagao dos mecanismos de defesa nestes estudos foi avaliada
em animais com imunodepresséo parcial (pré-irradiacdo gama, 400 rads, 7
dias antes da inoculacao tumoral). Os animais apresentam anorexia e uma
diminuicdo de 90% nos linfocitos circulantes 24 h apés a irradiacao.
Decorridos 7 dias, o apetite € normal e os linfocitos antingem 40% dos

valores normais. Outro fator importante avaliado que deprime as respostas
imunes & o estresse. O pape! deste fator foi avaliado comparando os estudos
realizados com animais alojados em gaiolas metabdlicas individuais com 03
estudos realizados com animais em gaiolas comunitarias. A permanéncia em
gaiolas coletivas simula methor as condi¢cbes normais de vida, especialmente
aquelas relacionadas a atividade fisica e a convivéncia.

Experimentos

Os experimentos foram montados diferindo no tipo de celuias
tumorais de W256 utilizadas, linhagem A (agressiva) e sublinhagem Ar
(pouco agressiva); no nimero de inoculagbes tumorais simultaneas SC,
unifocais (menor agressividade) e multifocais (marcada agressividade), na
depressdo do sistema de defesa do hospedeiro atraves de depressao
moderada, estresse, e depressdo grave, pré-irradiacdo dos animais; e nas
diferentes doses de MAPA utilizadas, 0,5, 1,0, 1,5, 10 e 100 mg/Kg/dia.




Diferentes doses de MAPA x inoculacdes multifocais de células tumorais de
Walker-256 (linhagem A)

EXPERIMENTO I (item 2.5.1, capitulo 2)

O primeiro experimento consistiu de um estudo exploratorio acerca do
efeito de uma dose de MAPA (1,0 mg/Kg/dia), num modelo do tumor de
W256 de agressividade relativamente alta, mas que produz resultados
rapidos e reproduziveis.

Foram montados 4 grupos de 4 ratas cada, as quais foram mantidas
em gaiolas metabolicas individuais. Em 2 grupos os animais receberam
inoculacbes simultaneas em 2 sitios SC da regido dorso-lombar e foram

submetidos aos tratamentos placebo (grupo 1) e doses diarias SC de 1,0
mg/Kg de MAPA (grupo 2). Os outros 2 grupos receberam inoculagbes
simultaneas bilaterais em 4 sitios SC da regiao dorso-lombar e receberam os
mesmos tratamentos (grupos 3 e 4 respectivamente). Dentre as varidveis
dependentes estudadas os principais parametros fisiologicos foram
individualmente e diariamente monitorados: peso corporal, ingestao alimentar
e de agua, e urina (volume, Na*, K' e osmolalidade), sendo posteriormente
correlacionados com as respectivas autdpsias. Os resultados obtidos para o
PsC, PC e SV foram comparados utilizando-se ANOVA de Kruskal-Wallis, ao
nivel de significancia de 5%. Quando p<0,05, as diferenas minimas entre os
grupos foram testadas empregando-se o teste para comparagdes multiplas.

Todos os indculos deram origem a tumores de crescimento continuo e
independente, todos palpaveis dentro de 2 a 3 dias.

A evolugéo clinica dos animais concordou com as observagbes ja
descritas para animais inoculados com células asciticas na regido dorso-
lombar.** Todas as ratas apresentaram um periodo sem anormalidades
clinicas (PsC) e outro sintomatico (PC). A fase grave foi marcada por uma
acentuada perda de apetite, acompanhada por uma diminuicdo marcada na

razao Na'/K'. A duracdo dos periodos nos 4 grupos de animais inoculados
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em 2 e 4 sitios ndo foi significativamente diferentes, apresentando um PsC
médio de 5 dias € um PC médio de 9 dias (ANOVA Kruskal-Wallis, p<0,001
e p<0,05 respectivamente; mas, teste para comparagdes miltiplas p>0,05).

As figuras 6 e 7 representam o curso temporal das alteracbes dos
principais parametros estudados.

Nao foram registradas diferencas significativas entre 0s grupos;
entretanto, nos animais tratados com MAPA, observou-se uma tendéncia a
apresentar valores ligeiramente maiores no consumo alimentar € no peso
corporal durante o PC (Figuras 6 B e 7 B). Nao houve diferenca no tempo de
sobrevivéncia entre os 4 grupos, correspondendo a 14 dias apds a
inocuiacdo tumoral (ANOVA Kruskal-Wallis, p<0,01; mas, teste para
comparacdes muiltiplas, p>0,05).

Segundo Rettori e colaboradores™* ', a diminuicdo da relagao
Na'/K® & devida ao efeito especifico do tumor sobre o Na” (diminuigao da
excrecdo), ja que o K' e a excrecdo de outros solutos na urina (excregao
osmolar) nao diferem dos animais sadios controles, que foram privados de
alimento proporcionalmente a queda no consumo de alimentio apresentado
por animais portadores de tumor. Os efeitos sobre a excrecdo osmolar na
urina durante a evolugdo tumoral estdo disponiveis nas figuras 1 e 2 do
apéndice 2.
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Figura 6: Variagbes no peso corporal, consumo de alimento e % Na'/K" de ratas
inoculadas em 2 sitios SC. A: ratas placebo. B: ratas tratadas com doses diarias de 1,0

mg/Kg de MAPA. O dia 0 corresponde ao dia da inoculag&o das células tumorais.
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Figura 7: Variacdes no peso corporal, consumo de alimento e % Na'/K' de ratas
inoculadas em 4 sitios SC. A: ratas placebo. B: ratas tratadas com doses diarias de 1,0

mg/Kg de MAPA. O dia O corresponde ao dia da inoculagdo das células tumorais.



Outros efeitos observados foram incontinéncia urinéria, perda de
pelos, hipodinamia e palidez (anemia sem haver perda de sangue).

A autopsia revelou extensa disseminacéo metastatica aos linfonodos
regionais, toraxicos e abdominais. Na maioria dos animais submetidos a
autopsia, em quaisquer dos tratamentos, observou-se hipertrofia das
glandulas adrenais e o timo mostrou-se atrofico. A tabela 8 contém a média
dos pesos correspondentes aos tumores, baco, adrenais e timo dos animais
pertencentes aos 4 grupos do experimento I

Tabela 8: Média dos pesos (g) dos tumores, bago, glandulas adrenais e timo dos

animais pertencentes aos 4 grupos do experimento |

GRUPO |NUMERODE| TUMOR BACO ADRENAIS TIMOW
INOCULOS

placebo 2 9,9 +21 0.79+032 | 0,13+0,01 atrofico

MAPA 2 140+56 | 064+030 | 0,15+0,02 atrofico

placebo 4 18,0+ 9,6 0,49 + 0,21 0,11 + 0,01 atréfico

MAPA 4 159+34 | 053+0,20 | 0,12+0,02 atrofico

Os valores correspondem a média + desvio padréo da média de 4 ratas por grupo
de tratamento. Os pesos do bago, das 2 glandulas adrenais e do timo de um rato
sadio variam entre 0.5 - 0,9; 0,04 - 0,05 e 0,3 - 0,4 g, respectivamente. @ 0 timo foi

considerado atréfico quando o peso obtido foi menor do que 0,2 g.

EXPERIMENTO Il (item 2.5.1, capitulo 2)

Um segundo experimento foi proposto considerando-se que O
experimento | sugeriu a possibilidade de que 0 tratamento com MAPA
poderia apresentar efeitos benéficos, refletidos pelo menos na anorexia
induzida pelo cancer. Entretanto, devido a agressividade do tumor de W256,
decidiu-se pelo emprego de altas doses de MAPA.

Os objetivos foram os mesmos do experimento |, introduzindo-se duas
modificacdes: (1) testar as doses de 10 e 100 mg/Kg/dia de MAPA e
empregar 0 modelo de 8 inoculagdes tumorais/rata. Esta inovacao foi

acrescentada pois, nos grupos do experimento anterior, incluindo o0s
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placebos, o aparecimento da anorexia e a retengao hidrossalina (aumento de
peso) nao foram tao acentuados como habitualmente. Este fato poderia estar
relacionado a caracteristicas particulares da suspensao de células tumorais
empregadas ou a variacoes temporarias nas ratas, por exemplo geneéticas,
circadianas etc.

Foram montados 3 grupos de 6 ratas cada, as quais foram mantidas
em gaiolas metabdlicas individuais. Os animais receberam inoculacoes
simultaneas bilaterais em 8 sitios SC da regido dorso-lombar e foram
tratados com solucéo placebo e doses de MAPA SC de 10 e 100 mg/Kg/dia
(grupos 1-3 respectivamente). As variaveis dependentes estudadas foram as
mesmas do experimento |. Os resultados obtidos para o PsC, PC, PCm, Pcg

e SV foram comparados utilizando-se ANOVA de Kruskal-Wallis, ao nivel de
significancia de 5%. Quando p<0,05, as diferencas minimas entre 0s grupos
foram testadas utilizando-se o teste para comparacdes muitiplas.

Os 8 tumores separados cresceram independentemente € como
esperado o aparecimento dos efeitos sistémicos ocorreu quando as massas
tumorais totais apresentavam-se muito pequenas. Os animais inoculados em
8 sitios simultineos apresentaram atrofia timica e hipertrofia adrenal, como
verificado nos animais inoculados em 2 e 4 sitios; entretanto, a maioria dos
animais com 8 inoculacdes somente apresentaram pequenas metastases,
principalmente nos linfonodos adjacentes. Com relagéo aos efeitos sitémicos,
representados nas figuras 8 e 9, somente a retenc&o hidrossalina (aumento
no peso corporal) foi bem definida em todos os grupos e ocorreu conforme
demonstrado por Rettori e colaboradores'™*. No grupo de animais tratados
com doses de 100 mg/Kg/dia de MAPA (Figura 9 B) foi registrada uma
evolucdo mais marcada da anorexia. Na fase final do PC, fase grave, houve
um agravamento bem definido no consumo de alimento, com uma maior
diminuicdo nas ratas tratadas com MAPA proporcionaimente ao aumento da
dose (Figuras 9 A e B). Estes resultados sugerem um efeito desfavoravel do
MAPA quando altas doses sdo empregadas. Os efeitos sobre a excrecao
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osmolar na urina durante a evolug&o tumoral encontram-se representados
nas figuras 3 e 4 do apéndice 2.

Em nossos experimentos, a inoculacdo em 8 sitios SC simultaneos,
induziu uma maior sincronizacdo entre os animais. O limite do PsC foi
reduzido a 3 dias em todos os animais e na presencga de uma massa tumoral
total muito pequena. Esta aparente contradicgo pode ser explicada através
da hipétese que propde o inicio dos efeitos sistémicos como o resultado de
interacbes opostas entre um efeito indesejavel de origem tumoral (um
mediador humoral) e um desejavel do hospedeiro {mecanismos protetores,
os quais poderiam, por exemplo, produzir velocidades altas de bioinativagao
do mediador).”® O aumento do nimero de tumores independentes

crescendo simultaneamente num mesmo animal, multiplica efetivamente
nimero de células tumorais ativas (ou “proliferantes”). Quando uma Gnica
injecdo tumoral & feita 0 aumento no nimero de células proliferantes €
praticamente detido ao atingir uma massa de 1,0-1,5 g (independentemente
do numero de células injetadas inicialmente), devido a fatores limitantes
locais (irrigacdo sanguinea). Portanto, a cada duplicagéo, 95% ou mais das
novas células formadas n3o dispdem de nutrientes adequados.’ " A maior
velocidade de crescimento tumoral total de animais multifocaimente
inoculados resulta em altas velocidades de aumento do mediador, capazes
de sobrepor rapidamente & capacidade de adaptacdo dos mecanismos
protetores do hospedeiro." Por outro lado, 0s niveis de mediadores
produzidos em animais com apenas uma inoculagao SC de células tumorais
poderiam ser tolerados, pelo menos nos primeiros estagios do crescimento
tumoral, ou até o momento do desenvolvimento de metastases.

Os resultados da tabela 9 também indicam a tendéncia a um efeito
desfavoravel do tratamento com aitas doses de MAPA: encurtamento do PC
e, portanto, antecipagdo da morte dos animais tratados com o aumento da
dose de MAPA administrada, embora tais resultados n&o fossem
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estatisticamente significativos (ANOVA Kruskal-Wallis, p<0,001; mas, teste
para comparagdes multiplas, p>0,05).

Tabela 9. Efeito de 8 inoculagdes tumorais simultaneas e dos tratamentos placebo e

com doses didrias de 10 e 100 mg/Kg de MAPA na evolugdo clinica do tumor de

Walker-256

numero de | Tratamento EVOLUCAO CLINICA (dias)

inoculagdes PsC PC PCm PCg SV
8 placebo 3,0 7.0 3,0 4.0 10
8 10 mg/Kg 3,0 7,0 3,0 4,0 10
8 100 mg/Kg 3,0 6,2 3,0 3,0 9,0

PsC = periodo subclinico; PC = periado clinico; PCm e PCg = fases moderada e

grave do periodo clinico; e SV = sobrevivéncia. Os valores correspondem a

mediana de 6 ratas por grupo de tratamento.

GRUPO 1

PLACEBO - 8l

270 ; 80 o
Na+/K+ % 170 5
250 ] ®
=) ! 1 60 g—
'g 039 | Peso corporal 50 %
e ./"*"/’—ﬁ R =
3 |40 2
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@ R =
o 100 | Wo—*—»\./*—‘—'\._—o\ 1 20 ::a;
j 110 X
] +

170 b e b b — 0

-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
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[~ peso corporal +consumo de alimento # % Na+/K+|

Figura 8: Variagdes no peso corporal, consumo de alimento e % Na'/K" de ratas placebo

inoculadas em 8 sitios SC. O dia 0 corresponde ao dia da inoculagdo das celulas
tumorais.
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GRUPO 2

A MAPA (10 mg/Kg/dia) - 8l

270 :
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3
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) ; o
- , {50 2
£ 230} : g
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Figura 9: Variagbes no peso corporal, consumo de alimento e % Na'/K' de ratas
inoculadas em 8 sitios SC. A: ratas tratadas com doses diarias de 10 mg/Kg de MAPA.

B: ratas tratadas com doses diarias de 100 mg/Kg de MAPA. O dia O corresponde ao dia

da inoculagdo das células tumorais.
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Diferentes doses de MAPA x 1 sitio de inoculacéo de células tumorais de
Walker-256 (linhagem A)

Em funcao destes resultados e da agressividade do tumor de W256,
especialmente quando mltiplas inoculacdes s&o utilizadas, uma segunda
série de experimentos foi proposta, empregando-se o modelo classico,
menos agressivo, do tumor de W256 (inoculagdo unifocal). Ademais, 0s
experimentos com inoculagbes multifocais simultdneas sugeriram um efeito
desfavoravel das doses elevadas de MAPA, as quais foram evitadas.

EXPERIMENTO | (item 2.5.2, capitulo 2)

O objetivo especifico deste experimento foi testar doses de 0,5 € 1,0
mg/Kg/dia de MAPA em animais inoculados com células tumorais em apenas
1 sitio SC e alojados em um ambiente pouco estressante.

As variaveis dependentes estudadas foram o perfil do crescimento
tumoral e a sobrevida.

Trés grupos de 8 ratas cada receberam 1 inéculo SC da linhagem A
na regiao dorso-lombar e foram tratados com solugéo placebo e doses de
MAPA SC de 0,5 e 1,0 mg/Kg/dia (grupos 1-3 respectivamente). Nestes
experimentos 0s animais foram alojados em gaiolas comunitarias e 0s
resultados se mostraram surpreendentes.

Foram observadas 50% (4 em 8 animais) e 40% (2 em 5 animais) de
regresséo tumoral quando os animais foram tratados com 0,5 mg/Kg/dia e
1,0 mg/Kg/dia de MAPA, respectivamente. Dentre os animais placebo,
submetidos & injecbes SC diarias de solugdo Ringer-lactato, apenas uma
regressdo, considerada espontanea, foi observada. A propor¢ao de
regressao observada para o grupo de animais tratados com 0,5 mg/Kg/dia de
MAPA (50%) é estatisticamente significativa em relacao ao grupo placebo
(p<0,05; empregando-se o teste exato de Fisher, ao nivel de significancia de

5%). Houve o crescimento independente de dois tumores em 3 animais
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pertencentes ao grupo 3, os quais foram desprezados. A injegéo do inéculo
pode provocar o rompimento de algumas fibras que constituem o tecido
subcutaneo, propiciando o espalhamento indesejado de pequenas
quantidades de células tumorais. Por apresentar uma alta porcentagem de
“pega” € um crescimento muito rapido, uma quantidade infima de células
tumorais de W256 resulta no desenvolvimento de outros tumores
independentes. Neste caso, considerando-se o crescimento de dois tumores,
estaria 0 modelo de maultiplas inoculagdes de células tumorais sob
investigacdo ao contrario do objetivo proposto. O modelo de inoculac&o
multifocal difere do modelo classico de uma inoculagdo quanto a
agressividade e ao desencadeamento dos efeitos sistémicos, sendo,

portanto, o periodo clinico antecipado.™

O perfii do crescimento tumoral nos 3 grupos foi representado
considerando-se o dia médio em que os tumores atingiram o diametro
tumoral maximo nos animais que manifestaram progressdo e regressao
tumoral (Figuras 10-12). Na tabela 10 foram agrupados o0s resultados
referentes ao numero de animais que manifestaram regresséo tumoral,
numero de animais que n&o sobreviveram, o didmetro médio tumoral maximo

(mm) e o dia médio em que foi registrado.
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Figura 10: Média do didmetro tumoral (mm) de ratas placebo-regressao (-) e ratas
placebo-regressdo (+) em func@o do tempo (dias). Os valores inserdos
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Figura 11: Média do digmetro tumoral {(mm) de ratas tratadas com MAPA 0.5 mgKoidiaregressao ()
© ratas tratadas com MAPA 0,5 mg/Kg/dia-regressac (+) em furg@o do tempo (dias). Os
valores inseridos no grafico comespondem a média do didmetro tumoral maximo de nratas
+desvio padrao da média.
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Figura 12: Média do didmetro tumoral (mm} de ratas tratadas com MAPA 1,0 mg/Kg/diafegresséo () e
ratas tratadas com MAPA 1.0 mg/Kg/dia-regressiio (+) em fung@o do tempo (dias). Os valores
inseridos no grafico cormespondem & média do didmetro tumoral maximo de nratas  +
desvio padrio da média.

Nos casos de regresséo total, os tumores passaram a regredir apos
terem atingido dimensdes consideraveis. Os tempos de sobrevivéncia dos
animais que n&o manifestaram regressdo tumoral foram: 27 dias para 0
grupo placebo, 29 dias para o grupo tratado com 0,5 mg/kg/dia de MAPA e
26 dias para o grupo tratado com 1,0 mg/kg/dia de MAPA. Estes resultados
nao sAo estatisticamente significativos (ANOVA Kruskal-Wallis, p>0,05).

Tabela 10: Efeito dos tratamentos placebo e com doses diarias de 0,5 e 1,0

mg/Kg/dia de MAPA na evolug&o tumorai

Tratamento Regressdo | numero ratas® |diametro médio dia médio
placebo - 718 4561+ 36 227 +86,3
placebo + 1/8 28 17

0,5 mg/Kg/dia - 4/8 475+38 240+486
0,5 mg/Kg/dia + 4/8 31,2+3,4 18,5 + 3,4
1,0 mg/Kg/dia - 3/5 ® 427+ 35 20,3+ 3,0
1,0 mg/Kg/dia + 2/5 ® 32,0+ 0,0 21,0+28

( + ) = houve regress&o tumoral; ( - ) = ndo houve regressdo tumoral. Os valores
representam a média de n animais + desvio padrdo da meédia. ® O denominador
corresponde ao nimero total de animais por grupo de tratamento. ® Neste grupo

houve o crescimento de 2 tumores em 3 animais, os quais foram desprezados.
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Todos os animais sobreviventes em decorréncia da regresséo dos
tumores, pertencentes aos grupos 1-3, foram reinoculados 45 dias apds a
primeira inoculac&o. Para a reinoculacdo foi utilizada suspensao de células
tumorais de W256 pertencentes a linhagem A (6 Xx 10° células/sitio),
seguindo-se 0 mesmo procedimento utilizado para a primeira inoculagac de
células tumorais (experimento I; item 2.5.2, capitulo 2). Foi observado que,
apos a reinoculagdo das células tumorais de W256 linhagem A nas ratas
pertencentes aos trés grupos onde houve regressé&o tumoral anteriormente,
ndao houve “pega” tumoral; nenhum crescimento foi registrado durante as
duas semanas de observacio que se seguiram apds a reinoculagdo. Este
resultado sugere imunizagao destes animais ap6s a primeira inoculacao de
células tumorais de W256.

EXPERIMENTO I (item 2.5.2, capitulo 2)

No experimento anterior uma maior porcentagem de regressao foi
obtida para a menor dose de MAPA empregada. Este resuitado sugeriu um
segundo experimento com uma dose mais alta de MAPA, com o objetivo de
verificar se o efeito observado € dependente da dose empregada.

Os animais foram mantidos nas mesmas condicbes do experimento
anterior e as mesmas variaveis dependentes foram estudadas.

Os animais foram divididos em 2 grupos de 8 cada e inoculados em 1
sitioc SC da regido dorso-lombar com células da linhagem A de Walker.
Doses de 1,5 mg/Kg/dia SC de MAPA foram administradas em um dos
grupos, enquanto que o outro recebeu solugao placebo. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas.

O resultado do crescimento tumoral foi representado na figura 13.
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Figura 13: Média do didmetro tumoral (mm) de ratas placebo-fegresséo () e ratas
tratadas com MAPA 1 5 mg/Kgidia-regressio (-) em fung@o do tempo (dias).
Os valores inseridos no grafico comespondem & média do difimetro tumoral
maximo de nratas  + desvio padrio da média.

Nao foi observado crescimento tumoral em um animai pertencente ao
grupo tratado com 1,5 mg/Kg/dia de MAPA, mesmo apés a inoculagao das
células tumorais e nenhuma regressio esponténea ocorreu nos demais
animais pertencentes a este grupo ou ao grupo placebo. Na tabela 11 foram
agrupados os resultados referentes ao nimero de animais que nao
sobreviveram, o didmetro médio tumoral maximo (mm) e o dia médio em que
foi registrado, além da sobrevida (dias) dos animais pertencentes aos dois

grupos.

Tabela 11: Efeito dos tratamentos placebo e com doses didrias de 1,5 mg/Kg/dia de MAPA

na evolugéo tumoral

placebo 1,5 mgfKg/dia
ndmero de ratas 8/8® 7/8®
diametro médio tumoral 416 +6,1 403+ 7,0
dia médio 16,0 + 4,8 18,1 + 4,4
sobrevida™ 18 21

Os valores representam @ média de n animais + desvio padrdo da meédia. ® O
denominador corresponde ao numero total de animais por grupo de tratamento. ® Os
valores para a sobrevida dos animais pertencentes aos grupos placebo e tratado com
MAPA correspondem & mediana e ndo s80 estatisticamente diferentes (teste de Mann-

Whitney, p>0,05).
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Os resultados deste experimento confirmaram uma maior eficiéncia
da droga nas menores doses administradas.

As autépsias dos animais inoculados em um sitio SC com células da
linhagem A pertencentes aos grupos placebo e tratados com 0,5, 1,0 e 1,5
mg/Kg/dia de MAPA, revelou metastases visiveis nos linfonodos inguinais e
axilares, além de extensa disseminacdo aos linfonodos toraxicos e/ou
abdominais. Os efeitos, a distancia, observados nos animais submetidos a
autopsia foram atrofia do timo e hipertrofia adrenal. Com a evolugéo da
doenca, acentuou-se a perda de apetite, sendo registrados os seguintes
sintomas: palidez; incontinéncia urinaria manifestada, principalmente, na fase

terminal; e edema. Em muitos casos o bago mostrou-se hipertrofiado e, em

alguns casos, também foi observada hidronefrose uni ou bilateral, com ou
sem comprometimento dos uretéres correspondentes. A variacdo no peso
dos animais durante os experimentos, nos quais doses de 0,5, 1,0 e 1,5
mg/Kg/dia de MAPA foram utilizadas, esta disponivel no apéndice 3. O
apéndice 4 contém respectivamente os pesos do tumor primario e das
metastases inguinais e axilares.

Associado a estes resultados, observou-se aumento nos ganglios
regionais (regides axilar e inguinal) mais pronunciado nos animais tratados.
Tal fato poderia estar clinicamente relacionado a defesa do hospedeiro
contra o tumor.

Nestes experimentos, a menor agressividade do modelo tumoral de
inoculacdo unifocal, e o alojamento menos estressante dos animais em
gaiolas coletivas provavelmente estariam favorecendo a atividade do MAPA
sobre os mecanismos de defesa do hospedeiro, beneficiando o controle da
evolucao tumoral.

EXPERIMENTO llI (item 2.5.2, capitulo 2)
O efeito antitumoral do MAPA manifestado apenas quando s&o

minimizados o estresse (depressdo moderada do sistema imune) e a
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agressividade do modelo tumoral empregado, sugeriram a participagao dos
mecanismos de defesa na atividade da droga.

Um terceiro experimento foi proposto para avaliar a importancia do
sistema imunolégico nos efeitos antitumorais do MAPA. Neste experimento,
2 grupos de 4 animais cada, alojados em gaiolas coletivas, foram submetidos
a uma depressdo marcada da capacidade imunoprotetora, tanto humoral
quanto celular, através de irradiacdo com bomba de cobalto (y = 400 rads) 7
dias antes da inoculacdo das células tumorais. O periodo de 7 dias foi
estabelecido principalmente, para a recuperagdo do peso corporal, devido a
anorexia provocada pela irradiacdo. Os animais receberam 1 inoéculo SC de
células da linhagem A e foram submetidos aos tratamentos placebo e com

0,5 mg/Kg/dia de MAPA. Desta forma, 0s efeitos em animais com 0 sistema
imune intacto foram comparados aos efeitos em animais pre-irradiados, nos
quais os linfocitos estao reduzidos pelo menos a metade.

As variaveis dependentes estudadas foram o perfil do crescimento
tumoral e o tempo de sobrevida dos animais.

Neste experimento obtéve-se 100% de “pegas’ tumorais.

Os animais mostraram-se anémicos logo apdés o periodo de
irradiacdo, registrado pela palidez dos olhos e das extremidades, patas e
orelhas. Devido a anorexia provocada pela irradiagdo, o consumo de
alimento foi controlado apés a inoculagdo das células tumorais. Os valores
correspondem a quantidade de ragdo consumida por dia e por gaiola, ou
seja, entre 4 animais. As variagcbes no consumo de alimento em fungao do
tempo, referentes ao grupo placebo (Grupo 1) e ao grupo tratado com 0,5
mg/Kg/dia de MAPA (Grupo II), estdo disponiveis na figura 14. O mesmo
perfil para 6 consumo de alimento em fungdo do tempo foi observado para os
dois grupos.
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A evolugdo tumoral esta representada na figura 15.

Os mesmos valores foram observados para a sobrevivéncia dos
animais pertencentes aos dois grupos (Grupo 1: irradiado - placebo e Grupo
2: irradiado - tratado com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA). O tempo observado foi
de 14 dias para os grupos 1 e 2 (diferenca estatisticamente ndo significativa
para a sobrevida; teste de Mann-Whitney, p>0,05).

Embora nenhuma diferenca tenha sido observada na evolugéo
tumoral dos grupos de animais pré-irradiados placebo e tratados com MAPA,
50% de regressao foi observada no grupo de animais com o sistema imune
intacto submetidos as mesmas doses de MAPA (experimento I, item 2.5.2,
capitulo 2). Ademais, a depressdo dos mecanismos de protecao antecipou
significativamente a morte dos animais (para 14 dias) em relacao aos
animais com o sistema imune intacto e que foram submetidos ao mesmo
protocolo experimental, ou seja, inoculagdo unifocal de células da linhagem A
e tratamentos placebo e com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA (exprimento I).
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Figura 15: Média do diametro tumoral {mm) de ratas pré-iradiadas placebo-egressio (3
e ratas pré-madiadas tratadas com MAPA 0,5 mg/Kg/dia-regresséio (-) em
fungdo do tempo (dias). Os valores inseridos no grafico comespondem & média
do didmetro tumoral maximo de nratas  + desvio padréo da média.

A tabela 12 contém os valores observados para a sobrevida dos
animais placebo e tratados com MAPA, submetidos & pré-irradiacao ou nao
(experimentos | e 1il).

Tabela 12: Sobrevida (dias) dos animais pré-irradiados que receberam tratamento
placebo e doses didrias de 0,5 mg/Kg de MAPA e dos animais com o sistema imune

intacto, que receberam o mesmo protocolo de tratamento.

tratamento numero ratas irradiacao sobrevida p
placebo 4/4 + 14 p<0,05
placebo 718 - 27
MAPA 4/4 + 14 p < 0,05

MAPA 4/8 - 29

( + ) = animais que receberam pré-irradiagdo; ( - ) = animais com o sistema imune
intacto (ndo foram pré-irradiados, experimento |, item 2.5.2, capitulo 2). As
diferengas na sobrevida entre os animais placebo, e na sobrevida entre os animais
tratados com MAPA foram testadas utilizando-se o teste de Mann Whitney, a um

nivel de 5%. Os valores correspondem a mediana.
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Apenas metastases incipientes em linfonodos regionais foram
encontradas nestes animais. A variacdc no peso dos animais durante 0
experimento encontra-se no apéndice 3.

Este experimento confirmou que a presenca do sistema imune é
importante na manifestacéo dos efeitos antitumorais do MAPA.

Tratamento com MAPA x 1 sitio de inoculacdo de células tumorais de
Walker-256 sublinhagem Ar (item 2.5.3, capitulo 2)

Devido o comportamento menos agressivo das células tumorais de
Walker-256 sublinhagem Ar, principaimente quando se utiliza uma Unica

inoculacio subcutdnea, decidiu-se realizar um experimento preliminar,
apenas exploratério, para avaliar o efeito de uma dose de MAPA na
regressdo tumoral da sublinhagem Ar. A dose de 0,5 mg/Kg/dia foi
selecionada por ter apresentado maior eficiéncia na regresséo de tumores da
linhagem A.

Dois grupos de 8 animais cada, receberam 1 inoculo SC de células
tumorais de W256 sublinhagem Ar e foram tratados com 0,5 mg/Kg/dia de
MAPA. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas. A variagdo no peso
dos animais durante o experimento encontra-se no apéndice 3.

As variaveis dependentes estudadas foram o perfil do crescimento
tumoral e a sobrevida.

O resultado confirmou a expectativa, sendo observadas 100% de
regressdes tumorais no grupo tratado com MAPA e 75% no grupo placebo. A
proporcao obtida de regressdo tumoral no grupo tratado com MAPA nao e
estatisticamente significativa em relago ao grupo placebo, empregando-se o
teste exato de Fisher ao nivel de significancia de 5%. O inicio da regressao
tumoral no grupo tratado com MAPA (dia 16) ndo foi estatisticamente
significativo comparado ao grupo placebo (dia 20), utilizando-se o teste de
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Mann Whitney, a um nivel de 5%. O perfil do crescimento tumoral esta

representado na figura 16.

™
L e PCEDO-EOrESSAO (-} /Ji“ﬁﬁid.g
pRcebo-regressao (+) =2

40 b wssnannme AP A rROTES SA0 (+) /

10 -

Digmetro medio tumoral (mm)

Tempo (dias)

Figura 16; Média do didmetro tumoral (mm) de ratas placebo-egressdo (), rates
placebo-regressdo (+) e rmtas tratadas com MAPA 0.5 mg/Kg/dia-regressao (+)
em fungao do tempo {dias). Os valores inseridos no gréfico comespondem
a média do didmetro tumoral maximo de nratas  +desvio padro
da média.

Desenhos experimentais
Um resumo dos desenhos experimentais empregados e seus
resultados & apresentado na tabela 13, a seguir.

Todos os experimentos incluiram um grupo de animais tratados com

placebo: o veiculo do MAPA.
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Tabela 13: Desenhos experimentais utilizando-se o tumor de Walker-256 linhagem A e

sublinhagem Ar

EXP.# LINH. N°INOC. GAIOLA PRE-IRR. MAPA RESULTADO
| (2.5.1) A 2 M 1,0 SUGERE
1 (2.5.1) A 4 M e 10 MELHORIA
@51 A 8 M — 10 TENDENCIA
I1(2.5.1) A 8 M e 100 DESFAVORAVEL
1 (2.5.2) A 1 cC 0,5 50% REGRESSAQ
(p<0,05; teste exato Fisher)
1(2.5.2) A 1 C e 1,0 40% REGRESSAO
| Reinoc.” A 1 cC REJEICAO TUM.
Il (2.5.2) A 1 C e 1,5 0% REGRESSAQ
@252 A 1 C SIM 0,5 0% REGRESSAO
+ ALT. LETAL
253 SUB Ar 1 C 0,0 75% REGRESSAO

0,5 100% REGRESSAQC

(mas teste exato Fisher: n.s.)

Os resultados obtidos nestes experimentos com o tumor de Walker-
256, sugerem que o efeito benéfico do MAPA ocorre diretamente através do
sistema imune, ou seja, estimulando os mecanismos protetores do

hospedeiro.
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3.4 ESTUDO DA VARIAGAO DOS NIVEIS DAS CELULAS DO SANGUE
EM RATAS TRATADAS COM MAPA, Mg,(P0O.), e NH;MgPO4

Os efeitos terapéuticos do MAPA in vitro e in vivo, associados ao
efeito linfoproliferativo observado in vitro por Duran e colaboradores’,
sugerem uma atividade imunomoduladora para a droga. Levando-se em
conta que a droga MAPA, um agregado polimérico de fosfato de amonio
magnésio associado a proteinas e lipidios, possui um expressivo percentual
de Mgz" e o0 papel deste cation na expressdo das rea¢des imunes, surgiu a
hipotese de que a acho da droga ocorresse, principalmente, através da
porgao que contém magnesio.

Além dos estudos relacionando os efeitos da deficiéncia ou caréncia
de magnésio, alguns pesquisadores examinaram 0S efeitos da
suplementacdo com diferentes sais de magnésio em certas fungdes
fisiologicas.®* %2 Em fungdo destes resultados, decidiu-se proceder um
estudo comparativo dos efeitos da droga contra diferentes sais de magnesio
que se assemelhassem a porgdo do MAPA que contém o magnésio, nos
niveis sanguineos, principalmente nas células brancas cujas alteragoes estao
reconhecidamente relacionadas ao Mg®*.

Esta série de experimentos teve como objetivo comparar a efetividade
do composto MAPA, verificada anteriormente em estudos realizados in vitro e
in vivo, com o tratamento convencional com sais de magnésio; além de
investigar a possibilidade da relagéo entre os efeitos observados e 0 Mg*".

Efeito da suplementagido com magnésio em certas funcoes biologicas

No trabalho de Stankiewicz e colaboradores®, camundongos
receberam quantidades suplementares de MgCl, ou MgSO, na alimentacao e
o seguinte foi verificado: aumento da atividade hemolitica do complemento

no soro, utilizando-se eritrocitos de coelhos; aumento da fagocitose de

111



pérolas de latex pelas células peritoneais, diminui¢do do crescimento tumoral
de melanomas, utilizando-se células de melanoma B16, e diminuigdo de
infeccOes parasitarias severas por Trichinella spiralis.

Recentemente, foi relatada a utilizagcdo de diferentes compostos de
magnésio para o tratamento e profilaxia de doencas neoplasicas e
autoimunes. Ademais, foi ressaltado que melhores indices terapéuticos
foram obtidos quando pirofosfato de magnésio foi administrado, via oral ou
parenteral, associado & vitamina Be.'*

Além disso, ja estd bem documentado na literatura que niveis
adequados de diferentes cations divalentes, como zinco, cobre e magneésio,

sd0 essenciais para a proliferacdo celular e, portanto, também vitais na

funcéo imune de muitas espécies, ja que a proliferacao celular € um passo
importante no desenvolvimento da resposta imune. ** 5% 6% 63 144,19

Por muitos anos o interesse no papel de cations divalentes na mitose
se concentrou quase que exclusivamente nos transientes de ions Ca*";

146148 Enquanto isso, a

entretanto, seu papel permanece ainda obscuro.
disponibilidade de outro principal componente, 0 Mg*, esta ligada a sintese
de proteinas e DNA, estimulacdo de linfocitos por lecitinas, além de outros
fipos de células. A resposta de células T a lipopolissacarideos é reduzida no
caso de deficiéncia de Mg®* e pode ser devido a anormalidades funcionais de
células acessorias e/ou de células T. O papel de macréfagos e celulas T
produtoras de linfocinas, interieucina-1 (IL-1) e interleucina-2 (IL-2), na
resposta imune das células T também ja foi estabelecida.’®  ® '** Além
disso, deficiéncias severas de Mg®* diminuem significativamente as proteinas
plasmaticas totais, com redugao expressiva dos niveis de IgM e IgG, embora

a resposta de anticorpos nao seja alterada por niveis subétimos de Mg**.*" %



Experimentos

Tratamento com MAPA x tratamento com Mgs:(PQO.)> em doses de 1, 10 e
100 ma/Ka/dia IP (item 2.6.1, capitulo 2)

Foram montados 7 grupos de 2 animais cada (n=14), que diferiram
quanto a substancia e a dose administrada. As substancias testes MAPA e
Mgs(PO.), foram administradas IP em doses de 1,0, 10 e 100 mg/Kg/dia,
durante 7 dias. Aos animais placebo foi administrado tamp&o PBS-A, pH 7,2,
IP diariamente, na mesma razao dose-volume de 10 mL/Kg de peso corporal
administrada aos animais tratados. Os hemogramas foram monitorados

anies e apos 4 e 7 doses das substancias testes. Os parametros sanguineos
relatados foram o numero de células brancas totais (WBC), numero de
linfocitos (LYM), nimero de células MID e GRAN, e o numero de eritrocitos
(RBC).

Os animais foram alojados em gaiolas comunitarias e o peso foi
monitorado a cada coleta de sangue.

As variacbes no peso médio dos animais, por dose e substancia
injetada em fung&o do tempo encontram-se na tabela 14. Os animais placebo
e 0s animais tratados com doses de 1,0 e 10 mg/Kg/dia ganharam peso
normalmente durante o experimento. Entretanto, os animais que receberam
doses de 100 mg/Kg/dia manifestaram uma perda de peso l0go apos o 4° dia
de tratamento, mais acentuada no grupo tratado com o sal e que persistiu até
o final do experimento.

Nas tabelas 15-20 foram agrupados os valores absolutos e as
respectivas porcentagens dos niveis das células do sangue contra o tempo
de tratamento. Estes dados correspondem a média + desvio padréo da
média de dois animais por grupo, submetidos aos tratamentos placebo e com
1, 10 e 100 mg/Kg/dia de MAPA respectivamente.
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Tabela 14: Variagdo no peso corporal médio (g) de ratas placebo e ratas tratadas com
doses diarias de 1,0; 10 e 100 mg/Kg de MAPA e Mgs(PO4), em fungdo do tempo (dias)

TEMPO (dias) PLACEBO MAPA Mas(POa)2
dose = 1,0 mg/Kg
0 323+21 34546 34248
4 336+23 350+11 353+7
7 341+18 35149 358+18
dose = 10 mg/Kg
0 323+21 308+18 305+6
4 336+23 312+22 314+13
7 341+18 321412 318+9
dose = 100 mg/Kg
0 323+21 319+0 319+12
4 336423 312+13 306+6
7 341+18 310+15 305+9

Os valores correspondem & media + desvio padréo da média de 2 animais por grupo. Ao
dia 0 correspondem os pesos corporais dos animais antes do tratamento com cada

substancia.

A média + desvio padrdo da média dos niveis das células do sangue
antes do tratamento foi obtida considerando-se os resultados individuais dos
14 animais utilizados no experimento. E oportuno lembrar que estes animais
foram separados em 7 grupos para avaliagdo dos efeitos do placebo, do
MAPA e do sal.
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Tabela 15: Variacdo absoluta e percentual das células do sangue de ratas placebo e
ratas tratadas com 1 mg/Kg/dia IP de MAPA e Mg;(PO.), apos 4 doses

antes do tratamento PLACEBO MAPA Mga(POs);
absoluto % absoluto % absoluto % absoluto %
célufa n=14 n=14 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
WBC |14,7+5,6 15,7+3,0 15,3+0,1 18,1+4,5
LYM [11,4+4,6 [76.6+7,1 [13,8+1,3 |80,4+4,4 [13,6+0,6 |88,6+4,4 |151+4,0 | 83,2+0,6
MID 1,6+0,8 [11,0+441 12,3+0,2 {11,6+0,4 [1,3+04 [8,6+2,3 |2,0+01 11,2+0,1
GRAN [1,6+0,8 [124+49 1,5+0,6 |8,0+4,0 |0,45+0,4 |28+21 1,0+0,1 5.6+0,7
RBC |7,9+0,4 7,3+0,0 7,3+0,04 7,3+0,04

WBC, LYM e RBC correspondem respectivamente a: células brancas totais (100%), linfécitos e eritrocitos.
Células MID e GRAN incluem neutrdfilos, células cuja ocorréncia € rara ou pouco frequente,
correspondendo aos eosindfilos, monoécitos, basdfilos, blastos e outros precursores das células brancas.
Os valores absolutos para WBC, LYM, MID e GRAN séo dados em K/uL, onde K representa o miihar
(10%). Os valores absolutos encontrados para RBC s&o dados em M/uL, onde M representa o mithdo (105).
Os valores correspondem & média + desvio padrio da média de n animais por grupo de tratamento. A0S
animais placebo foi administrado diariamente tampéo PBS-A, pH 7,2, na mesma razdo dose-volume de 10

mL/Kg de peso corporal.

Tabela 16: Variacéo absoluta e percentual das células do sangue de ratas placebo e
ratas tratadas com 1 mg/Kg/dia IP de MAPA e Mgs(PO.). apos 7 doses

antes do tratamento PLACEBO MAPA Mgs(POa),
absoluto % absoiuto % absoluto % absoluto %
célula n=14 n=14 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
WBC (14,7+56 15,8+4,5 15,4+0,9 28,1+86,2
LYM 11,4+4,5 | 76,6+7,1 12,1+2,3 |76,8+8,2 |13,2+0,1 | 86,0+3,5 | 16,9+4,5 77,5+1,3
MID 1,6+0,8 | 11,0+41 1,8+0,8 |[11,1+1,8 |1,356+0,1 |8,7+0,2 2.6+0,9 [11,7+0,9
GRAN [1,6+0,8 [11,1+49 [2,1+1,6 [12,1+64 |0,85t0,6 |5,35+3,7 2,4+08 110,8+04
RBC 7,9+0.4 7,5+0,08 7.4+0,0 7.2+0,0

WBC, LYM e RBC correspondem respectivamente a: células brancas totais (100%), linfécitos e eritrocitos.
Células MID e GRAN inciuem neutrofilos, células cuja ocorréncia € rara ou pouco frequente,
correspondendo aos eosindfilos, mondcitos, basofilos, blastos e outros precursores das células brancas.
Os valores absolutos para WBC, LYM, MID e GRAN sdo dados em K/ul, onde K representa ¢ milhar
(303). Os valores absolutos encontrados para RBC so dados em M/uL, onde M representa o mithao (105).
Os valores coirespondem a média + desvio padrio da média de n animais por grupo de tratamento. Aos
animais placebo foi administrado diariamente tampéo PBS-A, pH 7,2, na mesma razio dose-voiume de 10
mL/Kg de peso corporal.
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Tabela 17: Variagdo absoluta e percentual das células do sangue de ratas placebo e
ratas tratadas com 10 mg/Kg/dia IP de MAPA e Mgs(PO.). apos 4 doses

antes do tratamento PLACEBO MAPA Mg, {PO,).
absoluto % absoluto % absoluto % absoluto %
célula n=14 n=14 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
WBC |14,7+5,6 15,7+3,0 15,4+0,6 16,0+3,3
LYM 11,4+4.5 | 76,6471 13,8+1,3 | 80,4+4,4 |13,0+0,6 |83,6+0,6 | 14,0+3,3 |87,2+2,3
MID 1,6+0,8 | 11,0+4,1 2,3+0,2 [11,6+0,4 |1,9+0,07 |12,0+0,6 |1,5+0,0 {9,6+41,2
GRAN [1,6+0,8 [12,4+4,9 |1,5¢0,6 [4,0+40 |0,7+0,0 4,4+0,0 |0,6+0,0 |3,240,7
RBC 7,9+0.4 7,3+0.0 7,8+0,7 7,7+0,08

WBC, LYM e RBC correspondem respectivamente a: células brancas totais (100%j, linfocitos e eritrocitos.
Células MID e GRAN incluem neutrdfilos, células cuja ocorréncia € rara ou pouco frequente,
correspondendo aos eosindfilos, monocitos, basofilos, blastos e outros precursores das céluias brancas.
Os valores absolutos para WBC, LYM, MID e GRAN sdo dados em K/ulL, onde K representa o milhar
(103). Os valores absoiutos encontrados para RBC séo dados em M/ul., onde M representa o mithao (105).
Os valores correspondem & média + desvio padrio da média de n animais por grupo de tratamento. Aos
animais placebo foi administrado diariamente tampao PBS-A, pH 7.2, na mesma razéo dose-volume de 10

mL/Kg de peso corporal.

Tabela 18: Variacéo absoluta e percentual das celulas do sangue de ratas placebo e
ratas tratadas com 10 mg/Kg/dia IP de MAPA e Mgs(PO.), apos 7 doses

antes do tratamento PLACEBO MAPA Mga(PO.):2
absoluto Y% absoluto % absoluto % absoluto %
célula n=14 n=14 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
WBC |14,7+5,6 15,8+4,5 20,8+5,7 25,4+7.3
LYM 11,444,5 | 76,6+7,1 121+2.3 | 76,8+8,2 115,6+4,7 |1 75,0+20 |1 9,9+3,9 | 78,4+1,6
MID 1,6+0,8 | 11,0441 1,8+0,8 [11,1+1,8 |3,0+0,07 14,9+4,0 | 2,75+1,1 110,7+1,3
GRAN [1,6+0,8 [12,4+4,9 (21+1,6 112,1+64 |2,2+1,0 10,1+1,8 12,75+0,9 |10,9+0,4
RBC |7,9+04 7,5+0,08 7,36+0,7 7,6+0,2

WBC, LYM e RBC cotrespondem respectivamente a: células brancas totais {100%), linfocitos e eritrocitos.
Células MID e GRAN incluem neutrofilos, céluias cuja ocomréncia € rara Ou pouco frequente,
correspondendo aos eosindfilos, monocitos, basofilos, blastos e outros precursores das céiuias brancas.
Os valores absolutos para WBC, LYM, MID e GRAN séo dados em K/ul, onde K representa o milhar
{1 03). Os valores absolutos encontrados para RBC sao dados em M/uL, onde M representa o milhéo (1 06).
Os valores correspondem a média + desvio padrao da média de n animais por grupo de tratamento. Aos
animais placebo foi administrado diariamente tampéo PBS-A, pH 7,2, na mesma razio dose-volume de 10
mL/Kg de peso corporal.
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Tabela 19: Variacdo absoluta e percentual das células do sangue de ratas placebo e
ratas tratadas com 100 mg/Kg/dia IP de MAPA e Mgs(PO.): apos 4 doses

antes do tratamento PLACEBO MAPA Mgi(PO.)
absoluto % absoluto % absoluto % absoluto %
célula n=14 n=14 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2
WBC |14,7+56 15,7+2,3 16,9+4,4 20,1+2,6
LYM 11,4+4,5 | 76,6+7,1 13,8+1,3 |80,4+4,4 |7,0+¢2,3 [58,7+1,6 {7,0+21 |77,2+0,6
MID 1,6+0,8 11,0441 12,3+0,2 |11,6+0,4 12,95+0.1 18,0+3,5 1 2,6+0,3 113,0+0,4
GRAN [1,6+08 |124+49 [1,5+0,6 |8,0+4,0 |4,05+1,8 |23,3+5,0 1,95+0,1 | 9,8+0,2
RBC 7,9+0,4 7,9+0,0 7,75+1,0 7,36+0,3

WBC, LYM e RBC correspondem respectivamente a: células brancas totais (100%), linfocitos e eritréeitos.
Céiulas MID e GRAN incluem neutréfilos, células cuja ocomréncia € rara ou pouco frequente,
correspondendo aos eosindfilos, mondcitos, basdéfilos, blastos e outros precursores das céluias brancas,
Os valores absolutos para WBC, LYM, MID e GRAN séo dados em K/uL, onde K representa o mithar
{1 03). Os valores absolutos encontrados para RBC sdo dados em M/ulL, onde M representa o milthdo (1 0%.
Os valores correspondem a média + desvio padrdo da média de n animais por grupo de tratamento. Aos
animais placebo foi administrado diariamente tampéo PBS-A, pH 7,2, na mesma razdo dose-volume de 10
mL/Kg de peso corporal.

Tabela 20: Variacdo absoluta e percentual das células do sangue de ratas placebo e
ratas tratadas com 100 mg/Kg/dia IP de MAPA e Mgs(PQO4), apbs 7 doses

antes do tratamento PLACEBO MAPA Ma{POs),
absoluto % absoluto % absoluto % absoluto %
célula n=14 n=14 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 nz2
WBC |[14,7+58 15,8+4,5 21,0+13 17,3+5,8
LYM 11,4+4,5 |76,647,1 [12,1+2,3 [76,8+8,2 [14,6+8,9 |750+2,0 10,2+1,6 | 60,6+12
MiD 1,6+0,8 |[11,0+41 1,8+0,8 [11,1+1.8 [3,0+1,8 |10,6+0,7 | 2,8+0,1 17,044,7
GRAN |1,6+0,8 [12,4+4,9 |21+1,6 [121+6,4 |7,0+42,7 |14,5+2,0 7,044,2 22,4417
RBC 7,9+0,4 7,5+0,08 6,9+7,1 7,15+0,3

WBC, LYM e RBC correspondem respectivamente a: células brancas totais (100%), linfocitos e eritrocitos.
Células MID e GRAN incluem neutrofilos, células cuja ocorréncia € rara ou pouco frequente,
correspondendo aos eosindfilos, mondcitos, basofilos, blastos e oulros precursores das céiulas brancas.
Os valores absolutos para WBC, LYM, MID e GRAN sdo dados em K/uL, onde K representa o milhar
{1 03). Os valores absolutos encontrados para RBC sdo dados em M/pL, onde M representa o mithéo (106).
Os valores correspondem & média + desvio padréo da média de n animais por grupo de tratamento. Aos
animais placebo foi administrado diariamente tampéo PBS-A, pH 7.2, na mesma raz&o dose-volume de 10
mL/Kg de peso corporal.

Os

principaimente as variagbes nas populagbes das células brancas do sangue:

resultados obtidos foram analisados considerando-se

linfocitos (LYM) e células MID e GRAN, as quais incluem neutréfilos, células
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pouco frequentes, tais como eosindfilos, mondcitos, basdfilos e blastos, além
de outros precursores das células brancas.

Apos o tratamento com doses de 1,0 mg/Kg/dia de MAPA, observou-
se principaimente uma diminuicao de células MID e GRAN, e um aumento de
linfocitos. Apos o tratamento com doses de 1,0 mg/Kg/dia de Mg@s(PQOy)2, foi
registrado um aumento nas células MID e GRAN, embora uma diminuicao
nas células GRAN tenha sido observada apés a administracdo de 4 doses.
Um aumento mais pronunciado na contagem de linfocitos foi registrado apés
o fratamento com o sal do que com MAPA (Tabelas 15 e 16).

O tratamento com doses diarias de 10 mg/Kg de MAPA,
aparentemente, provocou um efeito oposto sobre as populagbes de celulas

MID e, principalmente, GRAN em relaco ao tratamento com 1,0 mg/Kg/dia.
Um maior aumento de linfécitos também foi registrado apés 7 doses. O
mesmo efeito sobre estas células foi verificado no tratamento com o sal
(Tabelas 17 e 18).

Quando as ratas foram submetidas & doses de 100 mg/Kg/dia de
MAPA ou sal, o aumento das células MID e GRAN foi ainda mais
pronunciado. Embora apés 4 doses de MAPA tenha sido observada uma
diminuicdo nos linfécitos, as doses subsequentes restabeleceram os niveis
normais destas células. Ao contrario, o tratamento com o sal nao recuperou
os niveis normais de linfocitos circulantes (Tabelas 19 e 20).

Estes resultados sugerem o aparecimento de efeitos indesejaveis
quando doses maicres de ambas as substancias foram administradas. Da
mesma forma, o tratamento de ratas transplantadas com tumor de Walker-
256 com doses de 10 e 100 mg/Kg/dia de MAPA, sugeriu um efeito
desfavoravel do MAPA sobre a evolugao tumoral.

A tabela 21 contém um resumo das variagdes observadas nas
populacées de linfocitos e células MID e GRAN ap6s 4 e 7 doses de MAPA e
Mags(PO,)s.
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Tabela 21: Resumo das variactes nos niveis de LYM, MID e GRAN apos 4 e 7 doses
de MAPA e Mga(PO.q)z

GRUPO EXP. DOSE N2 ANIM. RESULTADO
apos 4 doses apods 7 doses
MAPA 1,0 2 T LYM, 4 MID e GRAN
Mgs(PO.)2 1,0 2 T LYM e MID, 4 GRAN T LYM, MID e GRAN
MAPA 10 2 T LYM e MID, 4 GRAN T LYM, MID e GRAN
Mga(PO4)2 10 2 T LYM e MID, I GRAN T LYM, MID e GRAN
MAPA 100 2 4 LYM, T MID e GRAN T LYM, MID e GRAN
(LYM = niveis antes trat.)
Mga(POs4)2 100 2 ¥ LYM, 1 MID e GRAN

Tratamento com MAPA versus tratamento com NH:MgPO,4 na dose de 1.0
mg/Kg/dia (item 2.6.2, capitulo 2)

Os objetivos deste experimento foram os mesmos do anterior,
entretanto, optou-se pela utilizacdo de um sal que conferisse maior
similaridade & porgao fosfato de aménio-magnésio do MAPA. Além disso, um
nimero maior de animais foi submetido ao experimento favorecendo a
analise e a confianga nos resultados.

Foram montados 3 grupos de 5 animais cada (n=15), que diferiram
quanto a substancia administrada. As substancias testes MAPA e NH,MgPO,
foram administradas IP na dose de 1,0 mg/Kg/dia, durante 4 dias. Aos
animais placebo foi administrado tampao PBS-A, pH 7,2, IP diariamente, na
mesma razao dose-volume de 10 mL/Kg de peso corporal administrada aos
animais tratados. Os hemogramas foram monitorados antes e apds 4 doses
das substancias testes. Os pardmetros sanguineos relatados foram o numero
de céluias brancas totais (WBC), nimero de linfécitos (LYM), numero de
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células MID e GRAN, numero de eritrécitos (RBC) e o numero de plaquetas
(PLT).

Os animais foram alojados em gaiolas comunitérias e o peso foi
monitorado a cada coleta de sangue.

Tanto os animais placebo como os animais tratados com 1,0
mg/Kg/dia de MAPA e sal, ganharam peso normalmente durante ©
experimento. A variagdo no peso corporal médio dos animais em funcéo do
tempo esta disponivel na tabela 22.

Tabela 22; Variagdo no peso corporal médio (g) de ratas placebo e ratas tratadas com 1
mg/Kg/dia de MAPA e NHMgPO, em fungado do tempo

TEMPO PLACEBO MAPA NHMgPO,4
n=5% n=5 n=5
antes do tratamento 316+26 329+30 305+39
apos 4 dias 326422 335+32 326+22

Os valores correspondem & média + desvio padrdo da média. O tempo de 4 dias

equivale a 4 doses.

Os resultados para a variaco dos niveis de células do sangue apds 4
dias de tratamento foram agrupados na Tabela 23. Os valores antes do
tratamento correspondem & média + desvio padrdo da média entre os 15
animais que foram utilizados nos diferentes grupos experimentais. Os valores
apds o tratamento correspondem & média + desvio padréo da média entre os
5 animais pertencentes aos 3 grupos de tratamento, placebo, MAPA e
NH,MgPO.,.
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Tabela 23 Variagéo absoluta e percentual das células do sangue de ratas placebo e

ratas tratadas com 1 mg/Kg/dia IP de MAPA e NH,MgPQ, apds 4 doses

antes do tratamento PLACEBO MAPA NH,MgPO,

absoluto % ahsoluto % absoluto % absoluto %
célula n=15 =15 n=5§ n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
WBC |[11,4+3,5 11,0+2,7 $1,4+2,0 8,53+3,8

LYM |9,3+3,0 |81,7+2,7 |9,2¢2,7 |83,2+4,0 |9,82+2,0 |85,4+2,7 |7,0+3,7 |78,7+14
MID | 1,1+0,4 |9,6+1,9 | 0,9+0,09 |8,3+1,5 [1,1+0,09 19,3+1,3 [1,1+0,3 |14,2+8,7
GRAN |1,0+0,3 |8,8+21 |1,1%04 |8,5+26 |0,6+0,2 |53+1,8 |0,6+0,3 |7,1+6,0
RBC | 8,3+0,3 8,4+0,2 7,53+0 4 7.841,0
PLT | 402+174 308+101 551+235 605+246

WBC, LYM, RBC, e PLT comrespondem respectivamente a: células brancas totais (100%), linfGcitos,
eritrocitos e plaquetas. Células MID e GRAN incluem neutrofilos, celulas cuja ocorréncia e rara ou pouco
frequente, correspondendo aos eosinéfilos, mondcitos, basofilos, blastos e outros precursores das céiulas
brancas. Os valores absolutos para WBC, LYM, MID, GRAN e PLT séo dados em K/uL, onde K representa
o mithar (103). Os valores absolutos encontrados para RBC sdo dados em M/uL, onde M representa o
milhdo (10%. Os valores correspondem & média + desvio padréo da média de n animais por grupo de
tratamento. Aos animais placebo foi administrado diariamente tampéo PBS-A, pH 7.2, na mesma razéo

dose-volume de 10 mL/Kg de peso corporal.

Na figura 17 foram representados os principais parametros da tabela
23: LYM, MID, GRAN E RBC, antes do tratamento e apbés 4 doses de
placebo, MAPA e NH/MgPO..

12
[7] antes do tratamento
10 3 placebo
r R VAPA
81 NH4MgPO4
_' -
= N
s 6
3 |
(e ] 4k
h' -
2¢
ot nE =

LYM MID GRAN RBC

Figura 17: Niveis de linfocitos (LYM), células MID, células GRAN
e eritrcitos (RBC) antes do tratamento e apos 4 doses de placebo,
MAPA (1,0 mg/Kg/dia) e NHAMgPO4 (1,0 mg/Kg/dia).



Os resultados apresentados na tabela 23 foram estatisticamente
analisados através de andlise de variancia (ANOVA). O mesmo efeito foi
verificado sobre as populacdes de células MID, GRAN e eritrécitos, apos o
tratamento com o MAPA e o sal. Apenas ap6s o tratamento com o MAPA foi
registrado um aumento nos linfécitos totais. Entretanto, as alteragbes
observadas nestes parametros sanguineos ndo foram estatisticamente
significativas (ANOVA).

Os resultados obtidos quando diferentes sais de Mg®* foram utilizados
favorecem o tratamento com a droga MAPA. Ademais, estes resultados
indicam que provavelmente a por¢cdo da droga que contém o Mg®" esteja
relacionada aos efeitos observados. Entretanio, outros componentes da

molécula poderiam ser responsaveis por diferencas na absorcao do Mg*
disponivel. Embora ndo sejam conclusivos, alguns autores sugerem que a
retengdio de Mg® depende da magnitude de alteragdes na absorgéo
aparente de Mg** e sua perda na urina, podendo ser dependentes de
proteinas. Estudos futuros s&0 necessarios para definir a possivel influéncia
das proteinas em diferentes aspectos do metabolismo de Mg®".** '
Obviamente que tais propriedades biolégicas sustentam a importancia
do estudo e desenvolvimento do MAPA comparado a administragao de sais

de Mg®".

3.5 ESTUDO DA VARIAGAO DOS NIVEIS DAS CELULAS DO SANGUE
DE RATAS TRATADAS COM DIFERENTES DOSES DE MAPA
DURANTE 35 DIAS (item 2.6.3, capitulo 2)

A capacidade da droga MAPA em modificar os niveis das células
brancas do sangue sugerida nos dois experimentos discutidos na se¢ao 3.4,
nos levou a avaliar o efeito dose-resposta de diferentes doses da droga nas
populacdes celulares do sangue periférico de ratas tratadas por um periodo
mais longo (35 dias). As doses empregadas neste experimento foram
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selecionadas considerando-se ¢ aparente efeito desfavoravel do MAPA
quando altas doses s&o empregadas, € a observacdo de regressdes do
tumor de W256 nos animais tratados com 0,5 e 1,0 mg/Kg/dia de MAPA.
Alem disso, considerando-se que nos estudos com o tumor de W256, o
MAPA foi administrado SC, optou-se por utilizar a via subcutdnea para a
administracéao da substéancia.

Foram montados 3 grupos de 5 ratas cada, alojadas em gaiolas
comunitarias (n=15) e submetidas ac tratamento placebo e doses diarias de
0.5 e 1,0 mg/Kg/dia de MAPA. A substancia teste foi administrada SC,
utilizando-se solugéo Ringer-lactato estéril como veiculo. Os animais placebo
receberam o veiculo do MAPA na mesma razdo dose-volume por peso

corporal administrada aos animais tratados. Os hemogramas foram
processados antes do tratamento e a cada 7 dias durante o periodo
experimental. O peso dos animais foi monitorado a cada 3 dias.

Tanto os animais placebo como os animais tratados com diferentes
doses ganharam peso normalmente durante 0 experimento. As variacbes no
peso medio dos animais pertencentes aos 3 grupos foram representados na
figura 18.

As figuras 19-24 representam os efeitos dc tratamento com diferentes
doses de MAPA sobre as células brancas totais, linfécitos, células MID,
celulas GRAN, eritrécitos e plaquetas do sangue periférico respectivamente.
As figuras relativas as variagbes nos valores percentuais de LYM, MID e
GRAN estéo disponiveis no apéndice 5.



280

am— iR 10
e MAPA 0.6 mg/gidia
—— MAPA 1,0 mofKeidia

270

Peso corporal médio (g)

0 5 10 15 20 25 3 35 40
Terpo {dias)

Figura 18: Peso comoral médio {g) de ratas placebo-conirole
e ratas tratadas com doses didrias de 05e 1.0
mg/Kg/dia de MAPA em funcio do tempo (dias). O
dia O comesponde ao peso dos animais antes do
tratamento.

Os resultados obtidos para os pardmetros sanguineos foram
estatisticamente analisados através de andlise de variéncia (ANOVA).
Quando a hipotese nula foi rejeitada, as diferencas entre as médias foram
testadas utilizando-se o teste de Dunnett a um nivel de significancia de 5%.

Nos animais que receberam doses de 0,5 mg/Kg/dia os seguintes
efeitos puderam ser observados: uma diminuicdo estatisticamente
significativa das células brancas totais (WBC) e um aumento
estatisticamente significativo de linfécitos (LYM) do sangue apos 14 e 21 dias
respectivamente, em relacdo ao controle antes do tratamento (CTRL),
persistindo até o final do experimento (Figuras 19 e 20 respectivamente).

A diminuicdo das células MID (Figura 21) foi estatisticamente
significativa imediatamente ap6s 1 semana de tratamento.

Embora um valor de p=0,059 tenha sido obtido na anélise de variancia
no caso das células GRAN; decidiu-se aplicar, igualmente, o teste de
Dunnett afim de se avaliar as diferencas minimas entre as médias obtidas.
Diferencas estatisticamente significativas foram observadas apenas no 21% e
352 dias em relacdo ao CTRL (Figura 22).
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FIGURA 19: Evclugio temporal das células brancas totals
do sangue (WBC) de ratas Wistar, durante o tratamento
com MAPA em doses diarias de 0,5 e 1,0 mg/Kg. Os valores

correspondem & média de 5 animais por grupo * desvio

padrio da média. (a) p<0,001 e (b) p<0,05 em relagéo ao
controle antes do tratamento com 0,5 e 1,0 mg/Kg/dia MAPA
respectivamente; determinados ulilizando-se teste de Dunnett.

EEE 1.0 mg/Kg/dia MAPA
[ 0.5 mgiKgidia MAPA () (b)

(a)

L (K/uL)

14 21 28 35

TEMPO (dias)

FIGURA 20: Evolugao temporal de linfécitos totais do
sangue (L) de ratas Wistar durante o tratamento com
MAPA em doses diarias de 0,5 e 1,0 mg/Kg. Os valores
correspondem & média de 5 animais por grupo + desvio
padrao da média. (a) p<0,05, (b) p<0,001 em relacdo ao
controle anles do tratamento com 0,5 mg/Kg/dia MAPA;
determinados utilizando-se teste de Dunnett.
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FIGURA 21: Evolugio temporal de células MID totais do
sangue {MID) de ratas Wistar durante o tratamento com
MAPA em doses diarias de 0,5 e 1,0 mg/Kg. Os valores
correspondem & média de 5 animais por grupo * desvio
padrao da média. (a) p<0,05, (b) p<0,001em relagao a0

controle antes do tratamento com 0,5 mg/Kg/dia MAPA;
(c) p<0,05 em relagio ao controle antes do tratamento
com 1,0 mg/Kg/dia MAPA; determinados utilizando-se
teste de Dunnett.
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FIGURA 22: Evolugao temporal de células GRAN totais do
sangue de ratas Wistar durante o tratamento com MAPA
em doses diarias de 0,5 e 1,0 mg/Kg. Os valores
correspondem & média de 5 animais por grupo * desvio
padrao da média. (a) p<0.05 em relaco ao controle antes
do tratamento com 0,5 mg/Kg/dia MAPA; determinado
utilizando-se teste de Dunnett.



Nao foram observadas alteracbes estatisticamente significativas nas
contagens de eritrécitos (RBC) e plaquetas (PLT) durante o periodo
experimental (Figuras 23 e 24 respectivamente). Estes dois ultimos
resultados sao particularmente importantes, ja que, em geral, novos agentes
antitumorais com pré-disposi¢ac a causarem eritropenia e/ou plaguetopenia
nao t&m sido aconselhados para a terapia de neoplasias.'*

10 -
H 1.0 mg/Kgidia MAPA
™1 0.5 mg/Koidia MAPA

RBC (M/ul)

1
0 7 14 21 28 35

TEMPO (dias)

FIGURA 23: Evolugio temporal de eritrocitos totais do
sangue (RBC) de ratas Wistar durante o tratamento com
MAPA em doses diarias de 0,5 e 1,0 mg/Kg. Os valores
correspondem & média de 5 animais por grupo * desvio
padrio da média.
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FIGURA 24: Evolugio temporal de plaguetas totais do
sangue (PLT) de ratas Wistar durante o tratamento
com MAPA em doses diarias de 0,5 e 1,0 mg/Kg. Os
valores corrgspondem a média de 5 animais por grupo
+ desvio padréo da média. (a) p<0,05 em relagdo ao

controle antes do tratamento com 1,0 mg/Kg/dia MAPA;
determinado utilizando-se teste de Dunnett.

O tratamento com doses de 1,0 mg/Kg/dia resultou em uma
diminuicdo estatisticamente significativa das células brancas totais do
sangue (WBC) apés 21 dias de tratamento, em relagao ao CTRL (Figura 19).
O aumento de linfocitos observado néo foi estatisticamente significativo,
assim como as alteragcbes nas células GRAN ocorridas durante o
experimento (Figuras 20 e 22 respectivamente).

Os resultados estatisticamente significativos obtidos para a queda de
células MID e plaquetas (Figuras 21 e 24 respectivamente) apos 21 dias de
tratamento, ndo se mantiveram durante os dias que se seguiram. Nenhuma
alteracéo significativa foi observada para a contagem de eritrocitos (RBC)
(Figura 23).

Nenhuma alteracdo significativa foi observada nas populagoes das
células do sangue dos animais placebo em relacdo ao controle antes do
tratamento, durante o periodo experimental. Os efeitos sobre as populagbes
celulares encontram-se representados nas figuras 4-10 do apéndice 5.

O experimento com animais placebo € importante para que

conclusbes acerca do tratamento com a substancia teste ndo sejam
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confundidas com alteracdes provocadas pelo estresse ao qual o animal €
submetido. Por exemplo, a resposta imune, celular e humoral, do organismo
sao mediadas também por horménios e o estado de estresse pode liberar
mediadores responsaveis por alteragbes na fungdo imune e,
consequentemente, nas populacdes celulares envolvidas.'**'*

Além disso, diferencas nas populacdes celulares do sangue
registradas em dias isolados durante o periodo experimental muitas vezes
devem-se a outros fatores € ndo a administracdo da substéncia teste
propriamente, como, por exemplo, variacbes temporarias normais nos niveis
sanguineos das ratas ou o fato do aparelho responsavel pela contagem estar

calibrado para células humanas e nao células de rato, as quais diferem

quanto ao tamanho e morfologia, além de problemas como coagulacao e
hemdlise.

Neste experimento, apenas o aumento de linfécitos (apos 21 dias) e a
diminuicdo de células MID e WBC (ap6s 7 e 14 dias respectivamente) de
ratas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA, bem como, a diminuicdo de
WBC apdés 21 dias de tratamento com 1,0 mg/Kg/dia de MAPA se
mantiveram estatisticamente significativos nas analises posteriores que
compreenderam o periodo experimental. Estes resultados sugerem que ©
tratamento com a droga MAPA seja responsavel pelas diferencas
registradas, mais especificamente, a dose de 0,5 mg/Kg/dia foi eficiente em
modificar a populacdo de células brancas do sangue periférico,
particularmente induzindo aumento no numero de linfécitos circulantes.
Entretanto, o MAPA poderia atuar como um modificador da resposta
observada no sangue direta ou indiretamente. Por exemplo, o aumento de
linfocitos poderia estar relacionado a uma linfoproliferacdo induzida pela
droga ou a uma liberacdo destas células dos orgdos comprometidos na
diferenciagcao, como, por exemplo, o timo.
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Discussio geral dos efeitos biologicos do MAPA (se¢oes 3.3-3.5)

Os experimentos empregando o modelo classico de 1 inoculagéo de
células do tumor de Walker-256 (menor agressividade), mostraram um efeito
antitumoral para o MAPA quando os efeitos do estresse foi minimizado, pelo
uso de gaiolas coletivas, e quando doses menores da droga foram utilizadas.

A participacao dos mecanismos de defesa nos efeitos antitumorais do
MAPA foi avaliada nos experimentos com imunossupressao parcial dos
animais. Estes experimentos sugeriram que provavelmente os eventuais
efeitos benéficos da droga contra o tumor ocorrem através da estimulagdo do
sistema imune.

Por outro lado, os resultados do experimento no qual os efeitos de
diferentes doses de MAPA sobre os niveis das células do sangue foram
avaliados, sugeriram que o MAPA seja o responsavel direto pelas diferencas
registradas. Além disso, os experimentos nos quais os animais foram
submetidos ao tratamento com MAPA, Mgs(PO,). e NH,MgPO, sugeriram
que a porgao da droga gue contém o Mg** seja responsavel pelos efeitos
observados.

Duran e colaboradores’ verificaram em estudos preliminares aumento
no nimero de linfocitos totais de 2 voluntarios tratados com MAPA, além de
atividade linfoproliferativa em cultura de células. Estes resultados favorecem
a hipotese de que o MAPA seja o responsavel direto pelas diferencas
registradas nos niveis das células brancas do sangue das ratas tratadas.
Associado a estas informacdes, Flynn e Yen’’ demonstraram que a
mitogénese de linfécitos do baco e do timo de ratos € dependente de Mg?".
Outros autores tém sugerido o papel do Mg*" na regulacéo da proliferacéo
celular, 40 46 5861 €. 89, 70 Fotas informacdes em conjunto indicam que,
provavelmente, o aumento estatisticamente significativo de linfocitos
observado no tratamento com a dose mais baixa de MAPA seja devido a
uma estimulagao de linfoproliferacao.
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Estes resultados sustentam a importancia de estudos futuros acerca
da atividade do MAPA comparada a administragdo de sais de Mg**, e levanta
a questdo acerca do papel do MAPA nas regressdes observadas para o
tumor de W256 em animais tratados com doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg/dia.

Duran e colaboradores’ publicaram resultados preliminares de
atividade antitumoral do MAPA in vivo, utilizando outros modelos
experimentais. Além desses resuitados, o MAPA também induziu a formagao
de coldnias de células espiénicas e aumento significativo de IgG e IgM.
Estudos preliminares sugeriram que a producdo de interleucinas poderia
estar aparentemente relacionada & indugdo de linfoproliferacao apds o
tratamento com MAPA.® 3 3 A importancia do magnésio na regulacéo

imune contra células tumorais parece estar relacionado principaimente a
aderéncia pré-litica das células imunes as células alvo.*” 7 ™**" Outros
pesquisadores mostraram que a atividade antineoplésica de diferentes sais
de magnésio observada in vivo, estaria relacionada ao papel do Mg? em
aumentar a resisténcia do hospedeiro. Macréfagos, células citotoxicas
naturais e células T citotoxicas foram estimuladas nestas condi¢des com 0
proposito de reconhecer e destruir as células tumorais.** *4 %4 14

Apesar dos numerosos estudos utilizando o tumor de Walker-256
pouco se sabe sobre o aspecto imunologico desta neoplasia. Algumas
investigacbes tém mostrado o desenvolvimento de certa resisténcia ao
implante do tumor de Walker por ratos que tiveram contato imunogénico
prévio.'®® #4157 Gontudo, as controvérsias e dificuldades na deteccdo da
resposta imune humoral de ratos contra o tumor de Walker-256 sugerem que
este ndo seja o principal mecanismo imunolégico envolvido. Mota e
Rezkallah-lwasso'™ mostraram uma resposta imune celular especifica
discreta nos animais portadores de tumor de Walker-256 pela técnica de
inibicao da migracio de macréfagos. Por outro lado, Steiner e Watne® que
trabalharam com tumor de Walker-256 implantado no tecido subcutaneo,
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descreveram resultados positivos para o teste, em 5 de 10 animais
estudados.

A resposta imunolégica celular inespecifica foi mostrada, por Mota e
Rezkallah-lwasso'®*, ser independente do tempo da evolugdo do tumor.
Todos o0s animais estudados mantiveram a capacidade de resposta a
fitohemaglutinina, um mitégeno inespecifico para linfécitos timo-
dependentes, mesmo aqueles com tumor disseminado € em mau estado
geral.

Estas observacbes, em conjunto, sugerem que a atividade
antineoplasica da droga MAPA deve envolver um mecanismo complexo.
Macréfagos, células citotdxicas naturais e células T citotdxicas devem ter

sido particularmente estimuladas nas condicbes de nossos expermentos.
Entretanto, os resultados de Duran e colaboradores' quanto aos elevados
indices de 1gG e IgM obtidos apés a exposicdo ao MAPA, nao descartam a
possibilidade de a¢&o da droga na resposta imune humoral.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Para conciliar essas observacoes estabelecemos a hipotese de que a
atividade do MAPA in vivo deve envolver o sistema imune.

Nossos resultados acerca da biodisponibilidade do composto
demonstraram que a absorcdo da droga MAPA, quando administrada IP,
ocorre rapidamente através de um mecanismo de 12 passagem pelo figado.
A drenagem para o sistema da veia porta é conduzida através do peritdnio
visceral (membrana que envolve os principais 6rgéos abdominais), do
mesentério e do omento. A veia porta, entdo, conduz para o figado o sangue
proveniente dos intestinos delgado e grosso, do baco, de partes do

estdmago, do duodeno e do pancreas. A consequéncia da absorgao portal €
a passagem de compostos através do figado antes de alcancar outros
6érgaos, inclusive o coragdo. Consequentemente, eles devem ser detectados
primeiramente no figado, antes de serem detectados no sangue sistémico.

Nossos resultados demonstraram um primeiro pico de absorg@o para
o magnésio no figado, apés 30 min da administragdo da droga, alem do
acumulo registrado principalmente no pancreas, bago e rins. Um segundo
pico maximo de absorgdo para o magnésio foi detectado, apos 2 h, no
figado, seguido de um segundo pico méximo de absorcao detectado no
plasma (apds 2,5 h). Estes resultados sugeriram uma reabsorcdo entero-
hepatica do composto e/ou de seus metabdlitos, apods ter sido eliminado pela
via bilear. O acumulo, principalmente no pancreas e bago, coincide com o0s
efeitos observados in vivo para o composto, sugerindo participacdo do
magnésio na atividade biol6gica da droga.

Embora ndo citotéxico, nossos resultados mostraram a indugao
significativa de regress@o de tumor de Walker-256, confirmando a hipotese
de atividade antineoplasica da droga proposta por Duran e colaboradores’
em ensaios anteriores. Ademais, os estudos envolvendo depressao grave do
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sistema imunolégico sugeriram que os mecanismos de defesa do hospedeiro
sejam fundamentais para a atividade do MAPA.

O mecanismo preciso pelo qual o MAPA pode ativar o sistema
imunoldgico permanece desconhecido; entretanto, € possivel considerar que
os efeitos observados para o0 MAPA ocorram através da presenca dos ions
magneésio, um dos componentes majoritarios do composto.

Quando diferentes sais de magnésio foram utilizados no tratamento
de ratas sadias, efeitos semelhantes sobre as populagdes celulares foram
observados. Ademais, 0 maior acumulo de Mg2+ ocbservado no baco, através
dos estudos da biodisponibilidade do composto, favorecem a hipétese de que
a atividade do MAPA seja dependente da presenca deste ion. O bago € um

dos principais 0rgaos linfoides responsaveis pela diferenciacao das células
de defesa que compdem o sistema imunolégico e € indiscutivel o fato de que
o MAPA tem efeitos diretamente nos linfécitos, embora fossem observadas
alteracdes nas células brancas do sangue em geral.

O esquema 2 resume hipoteticamente e de maneira bastante
simplificada algumas possibilidades de atuagdo da droga MAPA no
desenvolvimento e interacao de células efetoras do sistema imune.

O MAPA poderia atuar como um mitégeno, estimulando a proliferacdo
de linfocitos timo-dependentes e/ou timo independentes. Além disso, poderia
participar no processo de ativagdo de macréfagos, bem como, nos
mecanismos de coopera¢do enire células T helper e células B. Os
macrofagos, quando ativados pelo antigeno (Ag), produzem a interleucina-1
(IL-1), que age sobre os linfécitos T (pTh), também ativados pelo Ag,
induzindo-os a proliferacdo e secrecao de interleucina-2 (IL-2). Os linfécitos T
ativados pelo Ag expressam receptores para IL-2, respondendo & esta com
proliferagdo. Os LTh reconhecem esta mesma associagdo antigénica nos LB
e interagem com estes secretando uma série de fatores sollveis que
induzem pro!iferag;éo e diferenciacao de LB, resultando em células terminais

produtoras de anticorpos (IgG/IgM), os plasmocitos.
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célula proganitora plrpotente

linfécitos fimo-dependentes linfécitos timo-independentes
(cilulas T) (células B)

.*@

lL'I
l Ag Ag fatores solivels
Th equano nfocito
peqUBnn finfocito estimulade
Tht MAPA @ estimulado por antigand
@ por antigeno
mntmenos MAPA Ag -— MAPA
ILZ blastos
,!LZ lL1
blastos fatores @
solivels
de lnfocitose ILZ !L’
(linfocinas) Sfagy
n;ah(\:r;dzg 4—— MAPA
linfoblastos Células
@ cholédicos  Efetoras @ ";23;6;290 @ @ Céluias Efetoras
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T g IgM 196
MA._P.'.\ Q macrofago -
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C‘)monocito
Esquema 2

Embora a participacéo do sistema imune nos eventos neoplasicos
esteja pouco esclarecida™ ", os conhecimentos acumulados em conjunto
sugerem que a atividade antineoplasica da droga MAPA deve envolver um
mecanismo complexo. £Em animais experimentais, bem como em humanos,
uma série de mecanismos protetores, classificados como imunidade natural
e adquirida compreendem a defesa individual. Os resultados desta tese,
associados as observagbes de Duran e colaboradores’ acerca do
comportamento da droga, além do conhecimento do papel do Mg”" na fungéo
imune, reforcam a hipotese de se tratar de um composto imunomodulador,
cuja porgcdo que contéem Mg** parece exercer um papel importante na
resposta clinica observada.

Em suma, dentro do contexto da investigacdo dos mecanismos
imunolégicos envolvidos na resposta biolégica da droga MAPA, esta tese

levanta a questio sobre o papel de outros componentes da molécula na
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regulacdo dos mecanismos de defesa efou na atividade do MAPA. As
proprias caracteristicas de obtencdo da droga a partir do fungo parecem
justificar se tratar de uma substancia que pode exibir diferentes atividades
biolégicas. Uma vez que o fungo demora para produzir 0 composto
(aproximadamente 120 h de cultura), provavelmente trata-se de um produto
da fase estacionaria do crescimento fingico, n&o sendo essencial para o seu
crescimento como agueles produzidos na primeira fase. Contudo, ele parece
exercer funcio semelhante a dos antibiéticos que s&o o resultado do
metabolismo secundario das bactérias, visando sua propria protegdo contra
1681, 162

contaminacoes.

Uma evidéncia direta da necessidade de estudos futuros se traduz no
comportamento multidirecional observado para a droga em aumentar a
resisténcia. O estudo em diferentes modelos experimentais in vivo e in vitro,
certamente contribuiréd para os estudos de fase clinica, como terapia
alternativa no tratamento de neoplasias. Isto beneficiaria uma maior atividade
e reducdo da toxicidade a que s&o submetidos os pacientes nos tratamentos
atuais.

Claramente, ainda existem muitas questdes a serem respondidas
para melhor compreender a atividade biolégica deste composto. Entretanto,
nossos resultados sugerem um possivel modo de agdo da droga
principalmente no sistema linfopoiético através das células do estroma do
baco, timo efou linfonodos.
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APENDICE 1

Tabela 1: Média da concentragdo plasmatica de Mg™
(ng/mL) de ratos, apés o tratamento com dose Unica de
750 mg/Kg de MAPA IP, em funcdo do tempo de

exposi¢cdo a droga

TEMPO Mg™] + ¢ (ug/mL)
apds 30 min 61,7+1,78
apos 1,0 h 66,5 + 0,58
apos 1,5h 60,9+ 3,15
ap6s 2,0 h 63,7+ 0,35
apos 2,5 h 72,4 + 0,81
ap6s 3,0 h 653 +2,19
apos 4,0h 544+ 279
apos 8,0 h 26,8 + 0,44
apés 12 h 33,0+ 2,68
apos 24 h 32,5+ 3,83
apbs 48 h 260+278
apo6s 96 h 26,0+ 2,38

Os valores correspondem a média de 6 animais por
tempo de exposigdo a droga + desvio padrao da média. O
valor médio para os animais controle foi de 23,0 + 1,14
pg/mL . Os animais controle receberam dose unica de
tampédo PBS-A, pH 7,2, IP, na mesma razdo dose-volume
de 10 mL/Kg administrada aos animais tratados com
MAPA e o sangue foi coletado apdés 48 h da

administracéo do piacebo.



Tabela 2: Média da concentracdo de Mg™ (ug/g 6rgéo/100g peso animal) no figado,
pancreas, estdmago e bago de ratos, apds o tratamento com dose Unica de 750 mg/Kg de

MAPA IP, em fungéo do tempo de exposicdo a droga

TEMPO IMg™] + o™ (uglg 6rgdc/100 g peso animal)
figado pancreas estdbmago baco
ap6s 30 min 80,7 + 10,5 1295+ 9.2 47,3+ 8,1 98,5+ 10,9
ap6s 1,0 h 73,1+91 198,7 + 19,0 58,2 + 13,8 136,9+ 12,9
apds 1,5h 1250+ 12,4 109,4 + 20,0 568+7,8 122,3+ 13,9
ap6s 2,0 h 1545 + 10,8 1179+ 159 632+90 100,0 + 10,5
apés 2,5 h 116,6 + 7,1 150,4 + 13,1 56,4 + 10,0 91,1+110
ap6s 3,0 h 76,71+ 4.4 166,3 + 13,2 497 + 8,1 80,1+ 13,5
apds 4,0 h 91,8+73 156,3 + 14,3 394 +6,8 65,7 + 11,0
apos 8,0h 704+54 67,2 + 6,1 429+54 71,1+88
apés 12 h 76,3+125 59,8 + 9,0 346 +4,0 72,8+ 11,2
apés 24 h 845+ 17,5 61,4 + 12,1 353 + 6,1 80,5+ 18,8
apds 48 h 56,9 + 10,6 452 + 11,1 40,9 + 6,4 73,8 + 16,6
apbs 96 h 71,4+ 147 37,0+ 11,7 36,3+6,5 478+ 11,0
CTRLapés48h | 56,6 +6,1 48,5+ 10,0 453+ 127 72,4+ 126

Os valores correspondem a média de 6 animais por tempo de exposigéo a droga + desvio
padrdo da média. Os animais controle (CTRL) receberam dose Unica de tampéo PBS-A,
pH 7,2, IP, na mesma razdo dose-volume de 10 mL/Kg administrada aos animais tratados

com MAPA e o sangue foi coletado apos 48 h da administragdo do placebo.
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Tabela 3: Média da concentracdo de Mg®* (ug/g 6rgéo/100g peso animal) nos pulmdes,

coracdo, vesicula seminal e rins de ratos, apds o tratamento com dose unica de 750

mg/Kg de MAPA IP, em funcéo do tempo de exposi¢éo a droga

TEMPO IMg®] + o™ (ug/g 6rgao/100 g peso animal)
pulmdes coragao vesicula rins
seminal
apos 30 min 439+75 68,3 + 142 31,3+96 746 + 13,4
apés 1,0 h 49,4 + 142 60,6 + 10,4 353+91 940+11,4
ap6s 1,5 h 399+7.8 472+68 36,2 + 8,0 67,0 + 10,0
ap6s20h 487 + 11,4 61,2+ 122 50,8 + 10,1 95,0+ 13,2
apos 2,5 h 56,1 + 12,0 59,9 + 12,0 413+6,0 97,8 + 10,1
apos 3,0 h 61,2 + 10,4 436+7,4 331+99 69,0+ 10,9
apés 4,0 h 443+95 56,1 +12,8 293+76 67,0+89
apos 8,0 h 456+54 60,8 + 9,1 255+37 51,7+786
ap6és 12 h 51,1+ 15,2 51,9+9,3 245+39 55,6 + 8,5
apos 24 h 47,8 + 10,5 51,4+84 34,2 +6,3 56,6 + 9,0
apds 48 h 438+76 52,9+ 15,8 465+215 58,5+9,4
apds 96 h 52,7 + 10,5 70,7 +13,7 55,2+ 11,3 477 +838
CTRL apbs 48 h 490+ 13,7 56,8 + 14,7 261+75 51,7 + 10,1

Os valores correspondem & média de 6 animais por tempo de exposic&o a droga + desvio
padrdo da média. Os animais controle (CTRL) receberam dose unica de tampé&o PBS-A,
pH 7.2, IP, na mesma raz&o dose-volume de 10 mL/Kg administrada aos animais tratados

com MAPA e o sangue foi coletado apos 48 h da administrag&o do piacebo.
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Tabela 4: Média da concentracio plasmatica de Mg®* (ug/mL) de ratos, apos o tratamento
com doses unicas de 375, 750 e 1500mg/Kg de MAPA IP, em fungdo do tempo de

exposi¢ao a droga

TEMPO [Mg®] + 6™ (ug/mbL)
375 mg/Kg/dia 750 mg/Kg/dia 1500 mg/Kg/dia
apo6s 30 min 60,2 + 2 47 71,5+ 8,49 93,5+ 2,83

apos 1 h 53,8 + 2,47 71,3+ 1,03 87,8 +14,50
apos 2 h 55,8+ 1,77 78,5+7,78 94,8 + 18,00
apos 4 h 43,5+0,75 52,6 +5,09 79,5+ 919
apos 8 h 40,8 +1,77 458 + 1,77 58,8 + 9,54
apés 12 h 48,5+ 10,6 458 + 4,60 495+7,78
apos 24 h 38,5+2,83 38,0 + 5,66 485 + 4,95
apos 36 h 36,5 + 1,41 3B52+177 40,0 + 0,71
apos 48 h 37,0+424 422 +1,77 43,7 + 3,89
apés 72 h 422 +1,77 36,2 + 3,89 33,8 + 3,89

Os valores correspondem a média de 2 animais por tempo de exposi¢cao a droga + desvio
padrdo da média. O valor médio para os animais controle foi de 35,3 + 2,94 ug/mL . Os
animais controle receberam dose tnica de tampéo PBS-A, pH 7,2, IP, na mesma raz&o
dose-volume de 10 mL/Kg administrada aos animais tratados com MAPA e o sangue foi

coletado apds 30 min e 48 h da administragéo do placebo.
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APENDICE 2

GRUPO 1

A PLACEBO - 2i
3000
= 2500
o
Q \\/)_/
E 2000
D
g
= 1500
[@]
&
8 1000
500 — —
& -4 2 0 2 4 6 8 10 12
tempo (dias)
B MAPA - 2|
3000
E 2500
o
E
41}
T 2000
T
©
(@]
£ 1500
O
1000 — _— — —

-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12

tempo {dias)
Figura 1. Variagdo na osmolalidade (mOsm) de ratas inoculadas em 2 sitios
simultaneos SC com células de Walker-256, linhagem A. A: Ratas placebo (solugéo
Ringer-lactato estéril administrada SC na mesma razéo dose-volume dos animais
tratados). B: Ratas tratadas com doses diarias de 1,0 mg/Kg de MAPA SC. O dia O

corresponde ac dia da inoculacéo das células tumorais.

156



GRUPO 3
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Figura 2: Variacdo na osmolalidade {(mQOsm) de ratas inoculadas em 4 sitios
simultaneos SC com células de Walker-256, linhagem A. A: Ratas placebo (solugéo
Ringer-lactato estéril administrada SC na mesma razéo dose-volume dos animais
tratados). B: Ratas tratadas com doses diarias de 1,0 mg/Kg de MAPA SC. O dia 0

corresponde ao dia da inoculagdo das células tumorais.
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Figura 3: Variagdo na osmolalidade (mOsm) de ratas placebo inoculadas em 8 sitios
simultaneos SC com células de Walker-256, linhagem A. Os animais receberam
solugdo Ringer-lactato estéril, administrada SC, na mesma razéo dose-volume dos

animais tratados. O dia 0 corresponde ao dia da inoculagio das células tumorais.
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Figura 4. Variagcdo na osmolalidade (mOsm) de ratas inoculadas em 8 sitios
simultaneos SC com células de Walker-256, linhagem A. A: Ratas tratadas com
doses diarias de 10 mg/Kg de MAPA SC. B: Ratas tratadas com doses diarias de

100 mg/Kg de MAPA SC. O dia 0 corresponde ao dia da inoculacéo das células

tumorais.
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APENDICE 3

Tabela 1: Variac&o no peso (g) de ratas placebo e ratas tratadas com 0,5 e 1,0 mg/Kg/dia
de MAPA SC, apés a inoculacdo de células tumorais de W256 linhagem A, em 1 sitio de

inoculagéo SC, na regido dorso-lombar, em fungéo do tempo (dias)

Tempo (dias)
rata | O 1 2 3 4 5 7 g |11 [13 |15 [ 17 (19 | 21

ot

200 |200 |205 |206 |202 |208 |210 |210 |213 |225 |226 |236 |236 | M

250 |249 |252 |254 |248 |250 |261 |256 |260 |266 |268 |274 {276 |276

188 |187 |192 |190 |190 188 |196 |196 |200 [208 {206 |212 {208 [208

232 (231 [232 |234 (232 |234 |236 |242 |244 {256 |254 |265 |268 (262

210 |208 |203 {206 |210 {212 [218 [217 |226 {240 |236 (248 |244 (234

182 |182 |188 |186 |186 |186 [193 {190 {202 |212 |215 | M

190 {193 [192 [196 {198 |194 {200 {202 {210 |214 |213 {230 |230 {212

204 |202 |212 |220 |216 |214 [224 [220 {232 [232 {232 |238 |252 {250

| o] N O ;| B W M

244 |246 |258 |258 |252 |256 |256 |258 |268 |272 |268 |278 |286 (286

—
o

198 |197 {200 |202 {200 [202 [201 {206 |210 (208 |214 [202 |201 |206

—
—

174 {180 |182 |178 |180 [182 {187 |184 |190 |192 {190 |190 |194 188

_
3%

234 {234 |238 |240 |244 [247 |253 |248 |260 [266 [270 |279 |282 |286

—
w

229 |228 |231 [238 |236 {235 [244 |238 |250 |252 |232 [246 |256 |252

-
F-9

197 202 [204 |203 [216 [208 |208 {214 [219 |223 |206 {223 228 222

-
(5

198 |201 [209 |206 [202 (204 |212 |214 |216 [220 |200 |232 |232 |224

Y
(®))

206 |218 [228 |228 |220 |224 (224 [228 (238 |241 |232 {256 [2/6 |270

—
\J

228 |230 |235 |237 |236 |240 {232 |244 {250 |255 |254 (258 |260 |250

-
(o]

246 1240 |252 |258 |248 |252 |256 [254 |265 [266 |272 |264 |270 (272

-
(o)

198 {200 [206 [207 |212 |204 (220 {212 |223 |232 237 |232 235 |240

N
o

216 |218 |225 |226 |224 |226 {228 {226 |242 (250 |266 {238 | M

N
-

206 [204 |208 |220 |212 |216 |218 |218 |228 [236 {228 |218 |206 | M

N
N

207 {209 |210 {210 |208 |210 |210 |214 (212 (222 |232 {224 |218 | M

N
W

204 |200 1207 {212 {206 {210 {210 {219 [224 |236 [238 [228 | M

24 1232 [231 |230 |230 [234 |234 |234 [235 {240 |248 |246 |246 |240 230

Ratas placebo-ctrl (1-8), ratas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (9-16) e ratas tratadas com 1 0
mg/kg/dia de MAPA SC (17-24). O dia 0" corresponde ao dia da inoculagéo das células tumorais (4 x 10°
células/sitio). Os animais placebo receberam solugdo Ringer-lactato SC, na mesma razéo dose-volume
adminisirada aos animais tratados. Nos animais 21-23 cresceram dois tumores.

(a) M = morte.
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Tabela 2: Continuagdo da tabela 1: Variagdo no peso (g) de ratas placebo e ratas

tratadas com 0.5 e 1,0 mg/Kg/dia de MAPA SC, apos a inoculagéo de células tumorais de

W256 linhagem A, em 1 sitio de inoculagéo SC, na regido dorso-lombar, em funcéo do

tempo (dias)

Tempo (dias)
rata 23 25 27 29 31 33 35 37
1 M
2 262 254 242 M
3 208 206 198 198 202 204 206 206
4 258 260 270 274 292 295 M
5 M
6 M
7 222 212 M
8 254 264 268 266 268 M
9 300 303 310 288 M
10 244 M
11 190 194 194 196 202 200 202 200
12 300 302 302 268 272 M
13 256 255 256 252 255 260 266 268
14 232 228 232 228 234 236 236 236
15 232 228 236 228 238 238 238 240
16 258 234 M
17 256 258 258 250 248 250 247 248
18 272 270 276 277 276 264 270 M
19 238 232 226 232 234 226 228 228
20 M
21 M
22 M
23 M
24 248 252 244 244 243 244 246 247

Ratas placebo-ctrl (1-8), ratas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (9-16) e ratas tratadas com 1,0
mg/kg/dia de MAPA SC (17-24). O dia *0” corresponde ao dia da inoculagdo das células tumorais (4 x 10°
células/sitio). Os animais piacebo receberam solugdo Ringer-lactato SC, na mesma razéo dose-volume
administrada aos animais tratados. Nos animais 21-23 cresceram dois tumores.

{a) M = morte.
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Tabela 3: Variagdo no peso (g) de ratas placebo e ratas tratadas com 1,5 mg/Kg/dia de
MAPA SC, apds a inoculagéo de células tumorais de W256 linhagem A, em 1 sitio de

inoculacac SC, na regiéo dorso-lombar, em funcéo do tempo (dias)

Tempo (dias)

rata 0 1 3 5 7 9 11 13 15
1 193 196 194 204 206 204 204 212 218
2 191 192 194 204 206 214 221 M

3 173 176 174 182 185 186 194 202 207
4 176 176 174 184 190 190 192 197 200
5 183 188 186 188 | 202 200 214 230 234
6 196 197 194 206 211 218 220 196 M
7 182 181 178 183 187 188 192 206 202
8 194 191 196 202 210 212 215 212 M
9 191 188 194 200 200 213 218 212 202
10 202 204 206 210 215 215 228 235 244
11 224 220 226 228 232 232 241 252 250
12 194 200 198 204 202 207 210 214 214
13 165 168 172 176 179 180 190 182 166
14 182 180 180 180 188 192 196 200 M
15 207 202 215 220 223 220 228 230 242
16 164 164 168 170 180 180 184 190 196

Ratas placebo-ctrl (1-8) e ratas tratadas com 1,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (9-16). O dia “0”
corresponde ao dia da inoculacdo das células tumorais (4 x 10° células/sitio). Os animais
placebo receberam solugdo Ringer-lactato SC, na mesma razéo dose-voiume
administrada aos animais tratados.

(a) M = morte.



Tabela 4: Continuacdo da tabela 3: Variagdo no peso (g) de ratas placebo e ratas
tratadas com 1,5 mg/Kg/dia de MAPA SC, apds a inoculacdo de células tumorais de

W256 linhagem A, em 1 sitio de inoculag&o SC, na regi&o dorso-lombar, em funcéo do

tempo (dias)
Tempo (dias)

rata 17 19 21 23 25 27 29 31 33
1 231 212 M

2 ——

3 207 218 226 216 220 218 200 148 M
4 192 180 M

5 245 230 M

B ———

7 M

8 | ee—

g M

10 230 212 M

11 251 258 256 258 262 250 240 224 M
12 214 2186 226 228 222 224 226 226 227
13 M

14 e

15 246 250 236 228 197 M

16 200 193 184 184 182 M

Ratas placebo-ctrl (1-8) e ratas tratadas com 1,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (9-16). O dia “0’
corresponde ao dia da inoculagéo das células tumorais (4 x 10° células/sitio). Os animais
placebo receberam solugdo Ringer-lactato SC, na mesma razé@o dose-volume
administrada aos animais tratados. Na rata 12 foi observada rejeicdo tumoral.

{a) M = morte.
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Tabela 5: Variacdo no peso (g) de ratas pré-irradiadas placebo e ratas pré-irradiadas

tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC, antes da inoculacdo de células tumorais de

W256 linhagem A, em 1 sitio de inoculagdo SC, na regi&o dorso-lombar, em funcéo do

tempo (dias)

Tempo (dias)
rata -6 (antes) | -6 (apos) -4 -3 -2 -1
1 162 144 132 140 142 148
2 138 141 138 140 142 146
3 138 141 138 145 150 149
4 144 138 136 136 138 138
5 141 138 132 132 144 148
6 155 158 148 148 154 162
7 144 145 135 138 144 146
8 124 125 124 128 130 134

Ratas placebo-cirl (1-4) e ratas tratadas com 0.5 mg/Kg/dia de MAPA SC (5-8). Os
animais foram pré-irradiados 6 dias antes da inoculagdo tumoral, utilizando-se cobalto
radioativo (y = 400 rads). Os dias negativos correspondem aos dias que antecederam a
inocutagdo tumoral (designado por dia “0” na tabela a seguir). As designagtes -6 (antes)
e -6 (apos) correspondem aos pesos corporais obtidos imediatamente antes e depois da
irradiacédo respectivamente. Os animais placebo receberam solugdo Ringer-lactato SC,

na mesma razao dose-volume administrada aos animais tratados.
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Tabela 7: Continuagdo da tabela 6: Variagéo no peso (g) de ratas pré-irradiadas placebo
e ratas pré-irradiadas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC, apés a inoculagdo de
células tumorais de W256 linhagem A, em 1 sitio de inoculacdo SC, na regiéo dorso-

jombar, em fungéo do tempo (dias)

Tempo (dias)
rata 13 14 15 16 17 18 19 20
1 R
2 ——
3 172 174 188 197 192 M
4 | e
5 160 160 158 158 156 152 144 M
6 | -
7 —
8 ——

Ratas pré-irradiadas placebo-ciri (1-4) e ratas pré-irradiadas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia
de MAPA SC (5-8). Os animais foram pré-irradiados 6 dias antes da inoculagao tumoral,
utilizando-se cobalto radioativo (y = 400 rads). O dia “0" corresponde ao dia da
inoculacdo das células tumorais (4 x 10° células/sitio). Os animais placebo receberam
solucdo Ringer-lactato SC, na mesma razdo dose-volume administrada aos animais
tratados.

(a) M = morte.
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Tabela 8 Variacdo no peso (g) de ratas placebo e ratas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de
MAPA SC, ap6s a inoculagéo de células tumorais de W256 sublinhagem A, em 1 sitio de

inoculagéo SC, na regido dorso-lombar, em fungéo do tempo (dias)

Tempo {(dias)
rata 0 2 4 6 8 10 12 14 16
1 196 200 199 216 220 218 224 231 233
2 205 203 208 218 225 233 236 248 249
3 196 200 218 216 221 233 240 241 253
4 186 183 183 204 214 220 220 219 220
5 221 217 217 218 219 218 221 233 238
6 219 219 225 230 231 230 236 248 255
7 201 201 200 209 219 224 228 233 245
8 199 208 210 215 218 220 230 234 234
9 220 221 218 223 226 231 230 231 230
10 232 233 236 240 242 248 247 250 248
11 202 206 205 204 206 210 213 216 220
12 198 197 198 203 208 218 223 228 232
13 186 190 192 191 200 207 209 212 215
14 200 202 201 208 212 220 226 231 238
15 188 190 193 201 208 214 220 227 234
16 194 205 206 206 209 209 216 225 228

Ratas placebo-ctrl (1-8) e ratas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (8-16). O dia "0"
corresponde ao dia da inoculag@o das células tumorais (6 X 10° células/sitio). Os animais
placebo receberam solugdo Ringer-lactato SC, na mesma razdo dose-volume

administrada aos animais tratados.
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Tabela 9: Continuacdo da tabela 8: Variagdo no peso (g) de ratas placebo e ratas
tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC, apés a inoculagdo de células tumorais de
W256 sublinhagem A, em 1 sitio de inoculagéo SC, na regi@o dorso-lombar, em fungéo
do tempo (dias)

Tempo (dias)

rata 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
1 245 | 246 | 245 | 240 | 241 | 240 | 241 | 240 | 242 | 240 | 242
2 248 | 253 | 255 | 254 | 253 | 253 | 254 | 252 | 253 | 251 | 231
3 255 | 260 | 261 | 260 | 257 | 244 | 240 | 240 | 236 | 236 M
4 225 | 233 | 243 | 250 | 255 | 258 | 248 | 240 M

5 240 | 245 | 253 | 254 | 253 | 248 | 247 | 245 | 245 | 245 | 249
6 261 | 259 | 260 | 258 | 259 | 256 | 258 | 259 | 258 | 258 | 258
7 252 | 253 | 253 | 248 | 248 | 250 | 251 | 250 | 251 | 232 | 231
8 233 | 232 | 231 | 230 | 231 | 231 | 232 | 230 | 231 | 231 | 232
9 238 | 241 | 243 | 243 | 245 | 250 | 252 | 253 | 255 | 256 | 255
10 250 | 252 | 255 | 256 | 255 | 255 | 257 | 260 | 266 | 266 | 267
11 225 | 231 | 235 | 240 | 242 | 248 | 250 | 249 | 251 | 250 | 253
12 238 | 245 | 246 | 247 | 248 | 252 | 253 | 257 | 2566 | 255 | 256
13 | 222 | 228 | 230 | 229 | 230 | 230 | 235 | 236 | 238 | 240 | 240
14 242 | 244 | 247 | 248 | 247 | 248 | 250 | 251 | 250 | 251 | 252
15 | 239 | 241 | 242 | 244 | 245 | 245 | 246 | 248 | 248 | 250 | 252
16 | 231 | 230 | 232 | 231 | 235 | 238 | 240 | 246 | 248 | 245 | 243

Ratas placebo-cirl (1-8) e ratas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (8-16). O dia "0”
corresponde ao dia da inoculagéo das céiulas tumorais (6 x 10° células/sitio). Os animais
placebo receberam solugdo Ringer-lactato SC, na mesma razdo dose-volume
administrada aos animais tratados.

(a) M = morte.

168



APENDICE 4

Tabela 1: Peso do tumor priméario e das metastases nas regides inguinal e axilar (g) apls
a autopsia de ratas placebo e ratas tratadas com 0,5 e 1,0 mg/Kg/dia de MAPA SC, as

quais foram inoculadas em 1 sitio SC com células tumorais de W256 linhagem A

rata |tumor inguinal direita |inguinal esquerda axilar direita axilar esquerda
1 1204 50 32 3.6 0,9
2 13,8 9,2 ND ND ND
4* | 280 48 ND 1,3 ND
5 ND ND ND ND ND
6 | 219 ND ND ND ND
7 1294 ND ND ND ND
g8 | 401 16 ND ND ND
9 | 219 6,1 6,0 ND 23
10 | 144 13,5 7,0 ND 6,0
12 | 22,6 5,0 4.7 2,0 ND
16 | 15,2 4,4 1,2 3,9 1,7
18° | 16,5 13,0 ND 1,0 ND
20 | 2486 ND ND ND ND
21 1187 ND ND ND ND
22 | 18,8 ND ND ND ND
23 1215 ND ND ND ND

Ratas placebo-ctrl (1-8), ratas tratadas com 0,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (9-16) e ratas
tratadas com 1,0 mg/kg/dia de MAPA SC (17-24). Os animais placebo receberam solug@o
Ringer-lactato SC, na mesma razéo dose-volume administrada aos animais tratados. O
peso dos tumores primarios dos animais 21-23 corresponde a soma do crescimento de
dois tumores independentes.

ND = ndo determinado.

a=peso das metastases nas regides: SC dorso-toraxica = 8,1 g,

retroperitoneal = 7,6 g e SC abdominal =7,0 g.

b = peso da metastase na regido dorsal posteror esquerda = 4,7 g.
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Tabela 2: Peso do tumor primdrio e das metastases nas regides inguinal e axilar (g) apos
a autopsia de ratas placebo e ratas tratadas com 1,5 mg/Kg/dia de MAPA SC, as quais

foram inoculadas em 1 sitio SC com células tumorais de W256 linhagem A.

rata |tumor | inguinal direita |inguinal esquerda axilar direita axilar esquerda
1 1207 1,2 0,9 ND 0,3
2 1154 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND ND
4 | 131 0,8 ND ND ND
5 | 202 2,7 0,8 1,2 0,5
6 | 12,6 ND ND ND ND
7 1175 3,3 ND 2,2 ND
8 |152 ND ND ND ND
9 | 11,8 3,1 ND ND ND
10 1121 6,2 1,3 ND ND
117 1 19,1 2,7 ND ND ND
13 | 13,6 2.4 ND 1,2 ND
14 | 89 1,2 ND ND ND
15 | 16,9 4.4 2,1 3,8 ND
16 | 17,4 6,4 ND ND ND

Ratas placebo-ctrl (1-8) e ratas tratadas com 1,5 mg/Kg/dia de MAPA SC (9-16). Os
animais placebo receberam solug@o Ringer-lactato SC, na mesma raz&o dose-volume
administrada aos animais tratados.

ND = nado determinado.

a = peso da metastase na regido submaxilar direita = 1,7 g.
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FIGURA 1; Evolugéo percentual de linfécitos do sangue

(L %) de ratas Wistar em funcéio do tempo, durante o
tratamento com MAPA emdoses didriasde 05e 1.0 ma/Kg.
Os valores correspondem a média de 5 animais por grupo
+ desvio padrio da media.
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FIGURA 2 Evolugéo percentual de células MID do sangue
(MID %) de ratas Wistar em fungéo do tempo, durante o
tratamento com MAPA em doses digrias de 0,5 e 1.0 mg/Kg.
s valores correspondem a média de 5 animais por grupo

+ desvio padréo da média.
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Figura 4. Evolugao temporal das células brancas totais do
sangue {(WBC) de ratas Wistar durante o tralamento com
solugéo placebo Ringer-lactato, na mesma razao dose-
volume administrada aos animais tratados com MAPA. Os
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FIGURA 3: Evolugdo percentual de célutas GRAN
do sangue (GRAN %) de ratas Wistar em fung8o do
tempo, durante o tratamento com MAPA em doses
diarias de 0.5 e 1,0 mg/Kg. Os valores correspondem
a madia de 5 animais por grupo * desvio padréo
da média.
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Figura 5. Evolugao temporal de linfécitos totais do sangue (L)
de ratas Wistar durante o tratamento com sclugéo placebo
Ringer-lactato, na mesma razéo dose-volume administrada aos
animais tratados com MAPA. Os valores correspondem & media
de 5 animais + desvio padrdo da média.
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Figura 6: Evolugdo percentual de linfocitos totais do sangue (L %)
de ratas Wistar em fungio do tempo, durante o tratamento com
soluciio placebo Ringer-lactato, na mesma razao dose-volume
administrada aos animais tratados com MAPA. Os valores
correspondern & média de 5 animais + desvio padréo da média,
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Figura 7: Evolugao temporal de células GRAN e céiutas MID
totais do sangue de ratas Wistar durante o tratamento com
solugo placebo Ringer-lactalo, na mesma razao dose-volume
administrada aos animais tratados com MAPA. Os valores
correspondem a média de 5 animais + desvio padrée da
média.
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Figura 8: Evolucio percentual de células GRAN (GRAN %) e células
MID totais (MID %) do sangue de ratas Wistar em funcéo do tempo,
durante o tratamento com solugao placebo Ringer-lactato, na
mesma razio dose-volume administrada aos animais tratados com
MAPA. Os valores correspondemm & média de 5 animais + desvio
padrio da média.

174



PLT (K/uL)

PLACEBO
=
6_
o
ES
3
O
m
o
2_
0 ] 3 T I T j
0 7 14 21 28 35

TEMPO (dias)

Figura 9: Evolucdo tlemporal de eritrécitos (RBC) totais do sangue

de ratas Wistar durante o tralamento com solugéo placebo
Ringer-lactato, na mesma razéo dose-volume administrada aos
animais tratados com MAPA. Os valores correspondem a média
de 5 animais + desvio padrio da média.
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Figura 10: Evalugao temporal de plaquetas totais do sangue {PLT)
de ratas Wistar durante o tratamento com solugéo placebo
Ringer-lactato, na mesma razéo dose-volume administrada aos
animais tratados com MAPA. Os valores correspondem & média
de 5 animais + desvio padrio da média.
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