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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito antitumoral da acetona cianidrina em
modelo de carcinoma (4T1LUC). Foram utilizados 12 camundongos da linhagem
hairless (HRS/J), sendo 06 machos e 06 fémeas adultos. Foram distribuidos em
um grupo controle e um grupo tratado, que receberam acetona cianidrina na
dose de 1,5mg/kg por via intraperitoneal no sétimo e décimo segundo dia apos
a inoculacdo e submetidos a eutandsia trés dias apés a ultima aplicacdo. Todos
0s animais foram submetidos ao exame de RX para verificacdo da presenca ou
auséncia do tumor. Nos machos e fémeas tratados, houve crescimento do tumor
inoculado por via subcutanea (SC) e ndo houve crescimento do tumor inoculado
por via intraperitoneal (IP). Nos machos e fémeas ndo tratados houve
crescimento do tumor por via SC e ndo houve crescimento do tumor inoculado
por via IP. Pesquisas relacionadas ao combate ao cancer tém proporcionado
inegaveis avancgos importantes quanto a complexidade de desenvolvimento do
tumor, notadamente a respeito dos processos moleculares que constituem a
estrutura que permite ou faculta a transformacédo progressiva de células sadias

em derivados extremamente malignos.

Palavras-chave. Carcinoma Mamario, Modelo Experimental, Acetona
Cianidrica, Remisséo de Tumor



ABSTRACT

The antitumor effect of acetone cyanidrin in murine carcinoma model (4T1LUC)
was evaluated in 12 hairless mice (HRS / J), being 06 males and 06 adult
females. The treated animals received acetone cyanohydrin at a dose of 1,5mg /
kg intraperitoneally on the seventh and twelfth day after inoculation and submitted
to euthanasia three days after the last application. All animals underwent X-ray
examination to verify the presence or absence of the tumor. In the treated males
and females, there was growth of the tumor inoculated SC and there was no
growth of the inoculated tumor via IP. In untreated males and females, there was
tumor growth via SC and there was no tumor growth inoculated via IP. Research
related to the fight against cancer has provided undeniable important advances
in the complexity of tumor development, notably regarding the molecular
processes that constitute the structure that allows or enables the progressive

transformation of healthy cells into extremely malignant derivatives.

Keywords. Murine Mammary Carcinoma, Experimental Model, Cyanidric
Acetone, Tumor Remission
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INTRODUGCAO

7

O céancer é uma das moléstias que mais matam em todo o mundo,
vitimando milhares de individuos todos os anos. Devido a esse fato é
considerado um dos maiores inimigos da saude e humana, tendo sido combatido
incansavelmente ao longo da histéria. Nesse embate, um dos instrumentos
utilizados na tentativa de compreenséo da etiologia dos tumores, com o objetivo
de combaté-lo, é o chamado modelo experimental.

Neste trabalho, utilizou-se o modelo experimental de carcinoma mamario
4T1LUC para avaliar os efeitos da acetona cianidrina em camundongos, dado
que a literatura tem apresentado bons resultados no que tange a utilizacdo dessa
acetona na remisséo de tumores em animais (RAMALHO et al., 2010).

Para a realizacdo da pesquisa, utilizaram-se 12 camundongos da espécie
hairless (HRS/J), seis machos e seis fémeas oriundos do biotério central da
UFMS. O objetivo que norteou o estudo foi o de avaliar o efeito antitumoral da
acetona cianidrina em modelo de carcinoma maméario (4T1LUC), como ja
exposto. No entanto, o que se buscou foi, também, contribuir de alguma maneira
com os esfor¢os envidados pelos pesquisadores do grupo de carcinogénese da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, grupo este que tem se empenhado
incansavelmente na busca de terapéuticas que possam ajudar no combate ao
cancer no Pais.

Assim sendo, devido a importancia do cancer de mama e a experiéncia
do grupo de carcinogénese com o uso da acetona cianidrina, resolveu-se realizar
um estudo experimental do tratamento de cancer mamario murinho com essa

substancia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

O céancer pode ser entendido, grosso modo, como 0 crescimento
descontrolado de células dos corpos, tanto humanos quanto de animais. Sua
acao consiste em invadir tecidos e 6rgdos atrapalhando suas funcfes, o que
pode levar a morte em casos cujo diagndstico e o consequente inicio do
tratamento foram tardios. Esse crescimento desordenado torna-se mais
agressivo quando aliado a ele temos a migracdo dessas células para outras
regides do corpo (metastases). O cancer no Brasil € a segunda causa morte por
doenca (DENORAIS et. al., 2002; OMS, 2015).

Nos anos de 2016/2017, a estimativa de ocorréncia de céncer girava
entorno de 596.070 novos casos da doenca no Brasil. Destes, esperavam-se
295.200 casos novos em homens e 300.870 casos entre as mulheres,
acentuando a relevancia do problema dessa doenca no Pais.

No que se refere ao biénio 2018-2019, a estimativa para o Brasil prevé a
incidéncia de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer, para cada ano.
Globalmente, a estimativa atualizada para o sub-registro, indica a possibilidade
de ocorréncia de 640 mil casos novos. Tais possibilidades denotam o perfil de
uma nacao marcada pela alta incidéncia de canceres de préstata, pulméo, mama
feminina e colon e reto; apresentando, ainda, altas taxas para os canceres do
colo do utero, estbmago e eséfago (INCA, 2017).

De acordo com os progndésticos, as maiores ocorréncias traréo casos de
canceres de prostata (68 mil) em homens e mama (60 mil) em mulheres. Em
termos de porcentagem, os tipos de cancer mais recorrentes em homens seréo
préstata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estbmago (6,3%) e cavidade
oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo
do utero (8,1%), pulméao (6,2%) e tireoide (4,0%) figurardo entre os principais
(BRASIL, 2016).

As taxas de incidéncia ajustadas por idade tanto para homens
(217,27/100 mil) quanto para mulheres (191,78/100 mil) sdo consideradas
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intermediarias e compativeis com as apresentadas para paises em
desenvolvimento (BRASIL, 2016).

A distribuicdo da incidéncia por Regido geogréafica mostra que as Regides
Sul e Sudeste concentram 70% da ocorréncia de casos novos; sendo que, na
Regido Sudeste, encontra-se quase a metade dessa incidéncia. Existe,
entretanto, grande variacdo na magnitude e nos tipos de cancer entre as
diferentes Regides do Brasil. Nas Regides Sul e Sudeste, o padréo da incidéncia
mostra que predominam os canceres de préstata e de mama feminina, bem
como os canceres de pulméo e de intestino (BRASIL, 2016).

A Regido Centro-Oeste, apesar de semelhante, incorpora em seu perfil os
canceres do colo do utero e de estbmago entre os mais incidentes. Nas Regides
Norte e Nordeste, apesar de também apresentarem os canceres de préstata e
mama feminina entre os principais, a incidéncia dos canceres do colo do Utero e
estbmago tem impacto importante nessa populacdo. A Regido Norte é a Unica
do Pais na qual as taxas dos canceres de mama e do colo do utero se equivalem
entre as mulheres (BRASIL, 2016).

O Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA, 2017)
reafirma seu propdsito de fortalecer a vigilancia de céancer publicando as
estimativas para o biénio 2018-2019, com a certeza de que esta edicdo se
constituirdA em uma ferramenta a ser utilizada por gestores, profissionais da
saude e de éareas afins, bem como a sociedade em geral, no apoio a
implementacéo das acdes de prevencao e controle de cancer.

Para que possa se desenvolver, o cancer dependente ndo somente de
transformacdes ocorridas no interior da propria célula modificada, mas também
de inter-relagBes entre essas células e o seu microambiente. O cancer procede
de mutacdes genéticas e algumas variacdes fisioldgicas na célula sdo essenciais
para que a doenca se apresente. Dentre tais alteracfes, seis podem ser
consideradas fundamentais na fisiologia celular e que facultam o crescimento
tumoral: autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais de
inibicdo de crescimento, evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado,
manutencdo da angiogénese e, finalmente, invasdo tecidual e metastase
(PANTALEAO, 2010).

De maneira geral, leciona Pantaledo (2010), os canceres podem ser

categorizados em Carcinomas — neoplasias originarias de tecidos epiteliais
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(epidermoides, quando originado de epitélio; e adenocarcinomas, se oriundos de
ductos e/ou glandulas), sarcomas (neoplasias originarias de tecidos conjuntivos,
de preenchimento ou de sustentac&o), leucemias (neoplasias originarias de
medula) e linfomas (neoplasias originarias de tecidos linfoides).

Conforme informacdes obtidas por Cabral (2016), o American Cancer
Society categoriza o cancer como doenca cronica, pertencendo, assim, ao grupo
das doencas cardiovasculares, moléstias que acometem o aparelho respiratério
e o diabetes. Doencgas responsaveis por aproximadamente 70% das mortes
ocorridas no mundo. Desse numero, 15% de O&bitos sdo causados pelos
canceres — 0 que numericamente equivaleria a 8.2 milhdes de vitimas fatais da
doenca por ano.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apresentados em 2017
informam que a cada ano 8,8 milhdes de pessoas falecem de cancer, a maioria
em paises em que a renda é baixa e média — que demonstra um recrudescimento
nos casos fatais desde 2012. Essa prevaléncia dos casos de cancer em paises
em que a renda é média e baixa se deve ao baixo indice de oferta de servigos
de diagndstico e tratamento. Isso devido aos frequentes problemas estruturais
em relacdo a saude nesses paises. Um dos setores que mais sofrem é o
destinado aos servi¢cos de patologia. Conforme informacdes da OMS, em 2015,
aproximadamente 35% dos paises de baixa renda relataram que os servigos de
patologia estavam geralmente disponiveis no setor publico, em comparagédo com
mais de 95% dos paises de alta renda.

Dentre os varios tipos de cancer de mama, o que tem maior prevaléncia
€ 0 que atinge mulheres em diversas partes do mundo, tanto em paises
desenvolvidos quanto em emergentes. Isso ocorre devido a crescente
longevidade da populacdo mundial, o que acarretaria a elevacao da incidéncia
dessa neoplasia (TORRE et. al., 2015; SIEGEL et. al., 2016). No Brasil, em 2015,
0 cancer de mama foi responsavel por 18 mil Obitos (OMS, 2015). Ainda
conforme informagbes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2015), a
expansdo das mortes € um fendmeno global, haja vista que ha 15 anos o total
de 6bitos néo ultrapassava a marca de 6,9 milhdes de individuos, passando para
8,1 milhdes em 2010 e 8,8 milhées em 2015. De acordo com a OMS, a expanséo
de 22,2% no quantitativo de vitimas fatais em decorréncia do cancer no mundo

desde o inicio do século é uma das maiores ja registradas pela medicina
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moderna. Atualmente, uma a cada seis mortes no mundo é causada por cancer
(OMS, 2017).

2.2 MODELO EXPERIMENTAL DO CARCINOMA MAMARIO (4T1 LUC)

Nos ultimos anos, um numero consideravel de pesquisas tem se voltado
para a analise dos processos que buscam entender a dindmica dos tumores.
Nesse sentido, esfor¢cos foram envidados para tentar encontrar a cura para as
afeccbes que tém o cancer como principal agente etioldgico. No que diz respeito
ao conhecimento sobre a carcinogénese, a maior parte advém da analise de
tecidos tumorais in vitro, especificamente aqueles em estagio bastante avancado
de desenvolvimento, retirados de pacientes (PANTALEAO, 2010).

No combate contra o cancer, um dos mais relevantes instrumentos sao os
modelos tumorais, jA que tém como objetivo contribuir com o processo de
investigacdo que promove abordagens diferentes no que tange ao diagndstico
por imagem do cancer, facultando que as hipéteses sejam testadas
rigorosamente no contexto de um sistema biolégico complexo. Nas Ultimas
décadas, vieram a publico uma gama consideravel de técnicas e equipamentos
gue possibilitaram a obtencéo de imagens de modelos tumorais de maneira nao
invasiva, com o objetivo de potencializar a utilidade de modelos de céncer in vivo.
Procedimentos ndo invasivos sao relevantes para aferir caracteristicas da
biologia do tumor, seus aspectos anatdmicos e funcionais em cada animal de
modo individual e dindmico. A imagenologia, métodos que usam imagem como
meio de diagndstico, possibilita verificar aspectos da biologia do tumor que néo
sao ostensivos e avaliar de forma néo invasiva a resposta tumoral ao tratamento
no decorrer do tempo (LYONS, 2015; WANG et. al., 2016).

A técnica que utiliza a imagem por bioluminescéncia € um método
bastante comum de imagem para modelos de cancer, gracas a sua sensibilidade
apurada e processo gque ndo envolve alta complexidade, considerada também
muito segura e de custo justo. Contudo, face a imposicado de transformar em
nivel genético as células alvo antes da imagem, ndo é comumente aplicavel na

clinica. No processo de bioluminescéncia, as células- alvo tumorais exteriorizam
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um gene que faz manifestar luciferase e produzir luz quando é ministrado um
determinado substrato quimico ndo endégeno (MEZZANOTTE, 2014; STACER
et. al., 2013, TSENG, 2016).

Outros esforcos técnico-cientificos tém sido envidados no combate ao
cancer. Nesse sentido, muitas pesquisas tém sido realizadas fazendo uso da
tecnologia de transfeccdo de tumores com proteinas fluorescentes para observar
0 comportamento dos tumores in vivo, bem como desenvolver o conhecimento
a respeito da progressdo tumoral e do processo de metastase (PANTALEAO,
2010; TSENG, 2016). Esses procedimentos técnicos facultam aos
pesquisadores verificar o processo que envolve a micro metastase in vivo,
processo impossivel de ser percebido utilizando métodos tradicionais.

Os processos que utilizam a Bioluminescéncia (BLI) e a Fluorescéncia
(FLI) utilizam-se de componentes opticos avangados, incluindo uma camera
CCD ultrassensivel e dois conjuntos de filtros de excitacdo/emissdo, que
permitem que o sistema opere em ampla faixa espectral, visivel a luz
infravermelha proxima (NIR). A simples varredura 2D BLI/FLI para sinal de
superficie oferece uma ferramenta poderosa para muitas aplicacbes em
pesquisa pré-clinica, e os modos de varredura 3D BLI/FLI expandem os recursos
deste sistema além da imagem Otica padrédo. A bioluminescéncia adquirida no
modo de digitalizagdo 3D fornece assinaturas espectrais suficientemente
brilhantes, diferindo com profundidade de fonte, para permitir a localiza¢céo 3D e
reconstrucao precisa. O 3D, no modo de varredura de fluorescéncia, utiliza uma
estratégia de transiluminacdo para fornecer luz de excitacdo, o que excita
efetivamente o sinal do tecido profundo, o que permite a deteccdo e
quantificacdo de fluorescéncia em modelos, como o0 cancer ortotopico e a
inflamacé&o pulmonar, que ndo podem ser visualizados de forma téo eficaz em
2D. O pareamento desses conjuntos de dados 6ticos 3D com o componente de
tomografia computadorizada (CT) do sistema fornece contexto biologicamente
relevante e anatomicamente preciso para melhor interpretar seus resultados de
imagem (TSENG, 2016).

Para que se possa compreender com mais precisdo a dinamica dos
processos associados a progressdo neoplasica, tém sido propostos diversos
modelos experimentais. Dentre eles, os camundongos figuram como o principal

modelo experimental utilizado para representar a grande variedade de eventos
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gue ocorrem no desenvolvimento do cancer de mama humano. Dentre as
vantagens da sua utilizacdo estdo: seu pequeno tamanho, o que facilita o seu
alojamento e manipulacao; rapida reproducéo e longa vida util; sequenciamento
completo do seu genoma j& disponivel;, manipulagdo genética com grande
facilidade e por fim, compartiiham muitas semelhancas fisiol6gicas com seres
humanos (MANNING, BUCK et. al., 2016).

Atualmente sdo descritas 32.000 linhagens, dentre as quais estdo as
iIsogénicas, ndo isogénicas, mutantes, recombinantes, entre outras, cada
linhagem € adequada a um tipo de estudo especifico (EPPIG, MOTENKO et. al.
2015; CABRAL, 2016; PANTALEAO, 2010). No que diz respeito ao cancer de
mama, distintas linhagens murinas e modelos experimentais tém sido
empregadas em pesquisas. Os modelos mais correntemente manipulados tém
sido: espontaneos; espontaneos por mutagdes induzidas; induzidos por
carcinogénese quimica, fisica ou bioldgica; xenoenxertos transplantaveis;
isogénico transplantavel (ALVARADO et. al. 2017).

Os modelos espontaneos séo facilmente reconhecidos pelo surgimento
natural dos tumores mamarios — processo totalmente isento de interferéncia
humana. Dentre estes estdo algumas linhagens de camundongos como C3H
(MAO, QU et. al.,, 2014), fémeas Kunming (ZHENG, ZHOU et. al.,, 2014).
Todavia, os modelos espontaneos ndo se limitam apenas a camundongos,
sendo empregados também em cadelas (LIU, XIONG et. al. 2014) e felinos
(WIESE, THAIWONG et. al., 2013; KOJIMA, et al. 1996; SEMI et. al., 2007).

No que tange aos modelos espontaneos por mutacdes induzidas, estes
tém sua origem devido ao avan¢co na area de engenharia genética. Tais
mutacdes sdo provocadas em embrides visando a formacdo de espécies
geneticamente modificadas, as quais sdo posteriormente entrecruzadas para
constituirem animais em homozigose ou heterozigose da transformacéo génica
induzida. Essa mutacdo genética é capaz de gerar tumores espontaneamente
durante o processo de crescimento do animal; dado que as mutagcbes séo
dirigidas a genes sabidamente associados a carcinogénese mamaria
(PANTALEAO, 2010).

Estes modelos objetivam assemelhar-se ao que acontece em seres
humanos, e dentre eles estdo os modelos FVB/N-Tg (MMTVPyMT) 634Mul
(Wilson, Bachawal et al. 2014) e C3(1)/SV40Tag (Steiner, Davis et al. 2014).
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Outros modelos geneticamente modificados também tém sido utilizados. Muitos
deles sdo knockout para os genes de interesse e assim permitem o estudo
funcional deste produto génico especifico frente a um tumor transplantado
(DRANOFF, 2011).

Conforme Pantaledo (2010), dentre os modelos experimentais de cancer,
o carcinoma mamario 4T1 é um dos modelos mais utilizados no exame e melhor
entendimento da tipologia biologica dos tumores. E reconhecido pela
agressividade de sua acao, sendo uma linhagem celular profundamente
tumorigénica e hostil, em que apresentam metastases em diversos 6rgaos do
organismo afetado. No que tange ao aspecto morfolégico do tumor, o carcinoma
mamario 4T1 se caracteriza pela propagacéao epitelial maligna em ajuste solido,

com propagacao de células pleomorficas e alto padrdo mitético.

2.3 EFEITO DA ACETONA CIANIDRINA NA REMISSAO DE TUMORES

Ramalho et al., (2010) analisaram o efeito antitumoral da acetona
cianidrina em células do tumor ascitico de Ehrlich e em linfécitos humanos in
vitro. Foi possivel verificar um efeito citotoxico dose dependente frente a essas
células tumorais, onde, nas concentracdes de 20 e 30 1ug/ml, ocorreram 100%
de morte celular em apenas 1 e 2 horas, respectivamente e, nas doses mais
baixas de 0,5 — 1,0 e 2,0 1ug/ml, o efeito citotéxico foi menos intenso,
aumentando gradativamente com o tempo. Nas concentragdes baixas de 0,5 —
1,0 e 2,0 1ug/ml, foram observadas mais de 90% de morte celular somente apés
24 horas de incubacédo, o que evidencia a capacidade da célula tumoral de se
intoxicar de maneira irreversivel e acumulativa com a acetona cianidrina, quando
comparadas com os resultados apresentados pelos linfécitos humanos que, nas
mesmas doses e nos mesmos tempos de incubagdo, atingiram um maximo de
30% de morte celular. Os autores sugerem que ha uma atividade da rodanase
diferenciada entre as duas células.

A acao da acetona cianidrina baseia-se em seu metabolito cianeto que
atua de forma letal, na célula cancerigena, aproveitando uma falha do

metabolismo do cianeto nessas células, devido a uma acao reduzida da enzima
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rodanase que faz a desintoxicacdo das células. A falha na rodanase seria
desencadeada por uma falta de substrato para a reacdo, conhecido como
sulfane sulfur, responsavel por fornecer enxofre para a eliminacéo do cianeto na
forma de tiocianato. Iciek e Wlodek (2001) relataram que a regresséo de tumores
transplantados em camundongos e inibicdo do tumor induzido por cancerigenos,
por meio do uso de diferentes precursores sulfane sulfur, confirmam a hipotese
acima. Um ambiente perfeito para a intoxicagdo acumulativa por cianeto €
proporcionado nas células cancerigenas, devido a rodanase ser apenas residual.

Atualmente, encontram-se revisdes na literatura com informagdes como
caracteristicas dos compostos sulfane e sua afinidade em reagir com cianeto,
bem como evidéncia do metabdlito do enxofre nos processos de malignidade, a
deficiéncia de cistationase em muitas células malignas e diferencas no
metabolismo de hemocisteina entre células normais e malignas. Além disso,
evidenciam, também, uma importante informacdo quanto ao defeito no
metabolismo do enxofre em células cancerosas, juntamente com os efeitos
antitumorais in vivo de fontes de sulfane sulfur. Esse fato parece demonstrar que
a proliferacdo incontrolavel de células malignas pode estar relacionada a uma
deficiéncia do sulfane sulfur e a uma acdo incontrolavel de um conjunto
enzimatico que, normalmente, é inativado por ele. Tumores com altas taxas de
crescimento podem ter atividades mais baixas da enxofre-transferase (rodanase,
por exemplo) do que o tecido normal ou tumores com baixas taxas de
crescimento.

A quimioterapia cianogénica, usando acetona cianidrina como fonte de
cianeto, foi capaz de promover no Tumor Ascitico de Ehrlich uma reducdo do
volume tumoral, uma diminui¢do no nimero total de células tumorais, bem como
impedir o desenvolvimento tumoral em 20% dos animais tratados. No Tumor
Sdlido de Ehrlich, foi capaz de induzir uma inibicdo no crescimento tumoral, além
de produzir nele um aumento na area de necrose (RAMALHO, 2014).

Outros trabalhos, com outros principios ativos, apresentam também
sucesso na remissao do Tumor de Ehrlich. Fukumasu (2008) pesquisou a acao
do guarana na progressao do tumor em questdo. De acordo com os resultados
do trabalho, ha uma consideravel desaceleracdo de células cancerosas em

camundongos alimentados com guarana durante sete dias antes de terem o
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cancer induzido pelos pesquisadores; e mais 14 dias apés o estabelecimento da
doenca.

Bicalho (2010) e Mijan (2012) também identificaram remissdo do tumor
através do uso da Terapia Fotodindmica mediada pela Aluminio-Cloro-
Ftalocianina (AICIFt) em formulag&o lipossomal. Essas analises demostraram
gue 100% dos animais submetidos a tratamento com a TFD foi possivel perceber
a remissdo completa dos tumores inicialmente induzidos. Nas analises
histopatoldgicas realizadas pelos pesquisadores supracitados, percebeu-se que
a TFD agiu ostensivamente na eliminagdo tumoral pela inducdo de
citotoxicidade, o que leva a um intenso processo de necrose. O processo em
questao foi capaz de elidir as células tumorais; contudo, acarretou a destruicao
do tecido muscular adjacente.

N&o obstante, depois de decorridos 21 dias do término da TFD, observou-
se um processo de cicatrizacdo, com a substituicdo do tecido muscular por tecido
conjuntivo. Dessa forma, a Terapia Fotodinamica foi eficaz na remissdo completa
dos tumores induzidos nas linguas de camundongos Balb-c a partir de
suspensdes celulares do tumor ascitico de Ehrlich (BICALHO, 2010).

O Tumor de Ehrlich é definido na literatura especializada como uma
neoplasia transplantavel de origem epitelial maligna, assemelhando-se a um
adenocarcinoma mamario de camundongo fémea. Foi apresentado em 1986 por
Ehrlich e descrito em 1906 como um carcinoma mamario de camundongos
fémeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma
sélida, sendo transplantado em animais da mesma espécie (DAGLI, 1989). Mas
em 1932, Loewenthal e Jahn apresentaram a forma ascitica, isto é, a forma
desenvolvida no periténio de animais inoculados com células tumorais.

O Tumor de Ehrlich € um modelo caracterizado pela praticidade, sendo
largamente utilizado em analise antineoplasica por causa do reduzido intervalo
de tempo para estudo, dado que a progressao evolutiva da neoplasia ocorre com
muita rapidez, e também pela existéncia de conhecimento prévio da quantidade
de células do tumor inoculadas nos animais (RAMALHO, 2014).

Consta na literatura inimeros trabalhos referentes ao uso de substancias
cianogénicas, como a linamarina e amigdalina (CHEN, et. al., 2013; FUKUDA et.
al., 2003; JUKES, 1976; KOUSPAROU et al., 2002; LAGMAN; NAVARRO, 1957,
STOCK et al., 1978; WODINSKY, SWINIARSKI, 1975; SYRIGUS et. al., 1998).
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Conguanto, pode-se encontrar um numero igualmente elevado de artigos com
guestdes controversas associadas ao seu uso (GREENBERG, 1975; MOSS,
KHALIL, 1981; SABER, 1977; VICKERS et al., 2006).

Ribeiro (2012), apd6s avaliacdo histopatolégica das alteracdes
morfolégicas causadas pela acetona cianidrina em coragdo, pulméao, figado e
rins de camundongos sadios, concluiu que houve alteracdes morfoldgicas do tipo
lesdo celular que levam a apoptose, bem como adaptacdo celular,
caracterizadas por degeneracao dos tubulos remais e diminuigdo do tamanho e
namero dos glomérulos renais. No pulméo, foram encontradas éreas de fibrose,
presenca de macrofagos no espaco alveolar, septos espessados e
desorganizacao estrutural. Houve uma desorganizacdo generalizada realizada
na estrutura do figado, hepatécitos de tamanhos variados e perda de nucleo. E,
no coracao, presenca de células adiposas, hemorragia e fibrose.

Dessa forma, como observado por Ramalho (2014, p. 18), demonstrar “a
acao do cianeto proveniente da acetona cianidrina em pH alcalino, explorando a
deficiéncia de sulfane sulfur em células malignas e promover nelas uma
intoxicacdo irreversivel”’, mas, alerta o autor “com minimo efeito nas demais
células normais, prevé a descoberta de novas substancias para o tratamento do

cancer”.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito antitumoral da acetona cianidrina em modelo de carcinoma
mamario (4T1LUC).

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o crescimento das células do tumor apds tratamento com acetona

cianidrina.

Avaliar a evolucdo do tumor nos animais tratados e néo tratados através da

fluorescéncia.

Verificar o aparecimento de metastases do tumor, através da imagem de RX

[fluorescéncia
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4 METODOLOGIA

4.1. Tipo de pesquisa

Pesquisa experimental. Optou-se por esse tipo de pesquisa devido ao fato
de serem os modelos experimentais com animais 0s que mais possibilitam o
acesso ao conhecimento da fisiologia, da etiopatogenia das doencas e da acao
de medicamentos que estdo diretamente relacionados com o combate a

doencas, dentre elas o cancer de mama.

4.2 Amostra/Delineamento experimental:

Foram utilizados 12 camundongos da linhagem hairless (HRS/J) (Figura
1), sendo 06 machos e 06 fémeas adultos oriundos do biotério central da
UFMS.

Os animais foram distribuidos em 2 grupos:

Grupo 1: 3 machos e 3 fémeas que receberam imunossupressao e
tratamento com acetona cianidrina

Grupo 2: com 3 machos e 3 fémeas imunossuprimidos sem tratamento

Figura 1. Camundongo hairless (HRS/J) Fonte — Biotério UFMS
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3 Fémeas

Tratamento com acetona cianidrina

Sem tratamento com acetona cianidrina

4.3.Cultivo das células tumorais:

A linhagem celular 4T1-Luc utilizada nesse estudo foi fornecida pela
Universidade de Brasilia - UnB. As células foram cultivadas inicialmente em 5,0
mL de meio de cultura em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco®)) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Gibco®) e 1% de antibidtico
(Penicilina/Estreptomicina — 10.000U, LGC Biotecnologia). O cultivo celular se
deu em estufa umidificada contendo 5% de CO:2 a 37°C, sistema de
monocamada e em frasco de 25cm?.

Apbs o cultivo inicial, as células foram tripsinizadas com 1,0 mL de
tripsina-EDTA (0,25%, Gibco®). Em seguida, a tripsina foi inativada com 5 mL
de meio de cultura suplementado. A suspenséo celular foi centrifugada a
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1200rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células plaqueadas
em frascos de 75cm?. As culturas foram mantidas com 10mL de DMEM
suplementado e a tripsinizacdo foi realizada com 2mL de tripsina. As células
cresceram em sistema de monocultura até atingir confluéncia em numero
necessario para o xenoenxerto.

Antes da inoculacéo as células foram testadas com a probe de luciferase

no Xtreme in vivo para confirmacéo da bioluminescéncia.

4.4. Procedimentos:

Os procedimentos experimentais foram conduzidos segundo as diretrizes
da Declaracdo Universal de Direitos Animais e com aprovacao do Comité de
Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS)
793/216.

Os animais foram mantidos em ambiente climatizado a 23°C, em caixas
apropriadas e forradas com maravalha sendo trocada 3 vezes na semana. A
alimentacdo era feita com racdo NUVILAB CR-1 propria para animais de
laboratorio. Alimento e agua eram fornecidos a vontade.

Os animais foram imunossuprimidos com dexametasona na dose de
5mg/kg por via subcutanea diariamente durante 7 dias e posteriormente as
células foram inoculadas nos animais. Para o xenoenxerto, foram injetadas 1 x
107 células murinas de 4T1-Luc por via subcutanea, no dorso e a mesma
concentracéo foi injetada por via intraperitoneal.

Os animais receberam tratamento com acetona cianidrina na dose de
1,5mg/kg por via intraperitoneal no sétimo e décimo segundo dia apds a
inoculacdo e submetidos a eutanésia trés dias apoés a ultima aplicacdo. Foi feita
a diluicdo da acetona cianidrina usando-se 1mg em 5ml de solucéo salina e
ministrado 0,3ml por animal, sendo a dose de 1,5mg/kg de peso. Todos 0s
animais foram submetidos ao exame no Xtreme in vivo para verificacdo da

presenca ou auséncia do tumor. (Figura 2)
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n-Vivo
Atreme

S

Figura 2. Xtreme in vivo ii/bruker localizado no laboratério de modelos
experimentais de doenca do ppgsd/ famed

O aparelho de RX in vivo Xtreme, foi calibrado conforme parametros de

KVA e tempo de exposicao padronizados para todos os animais.

4.5. Eutanasia e coleta do material

No 15° dia de observacdo, todos os animais foram submetidos a
eutanasia, mediante dose letal de anestésico. Apds confirmacao do 6bito, foram
retirados os tumores localizados no dorso, assim como foram coletados o pulméo
e figado para busca de metastases e/ou crescimento tumoral em peritdnio
visceral. Foi feita observacdo macroscoépica da presenca ou auséncia do tumor

conforme o grupo (figura 3).



Figura 3. Fotografia mostrando volume verificado macroscopicamente no
Dorso do animal, local onde foi feito o enxerto (seta)

28



5 RESULTADOS
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Nos animais machos e fémeas tratados, houve crescimento do tumor

inoculado por via SC e ndo houve crescimento do tumor inoculado por via IP.

Nos animais machos e fémeas nao tratados houve crescimento do tumor por via

SC e néo houve crescimento do tumor inoculado por via IP. (Tabela 1)

Tabela 1. Resultados do crescimento tumoral nos sitios inoculados nos animais,
conforme grupos tratados e controle, presenca e auséncia de massa tumoral

visivel ao 7, 12 e 15 dias de evolucao apdés a inoculacdo das células.

Grupo 1 tratado

Grupo 2 - controle

Identificagao Subcutaneo Peritoneal Subcutaneo Peritoneal

7 12 15 12 15 7 12 15 7 12 15

1 - + + - - - + + - - -

2 - + + - - - + + - - -

3 - + - - - - + + - - -

4 - + - - - - + + - - -

5 - - - - - - - - - - -

6 - - - - - - - - - - -

7 - - - - - - - - - - -
Total 0 2 0 0 0 4 4 0 0 0
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6 DISCUSSAO

A mesma técnica, inoculacdo por SC, utilizada por outros pesquisadores
também apresentou crescimento do tumor (CASTELLO, 2017; RAMALHO,
2014). No caso do uso da Acetona Cianidrina, houve remissdo do tumor, como
ja verificado por Ramalho (2014).

Ramalho, Aydos e Cereda, (2010 apud RIBEIRO, 2012), conseguiram
desenvolver uma pesquisa in vitro na qual utilizando a acetona cianidrina oriunda
da linamarina, obtida a partir da extracdo da mandioca, em oposicao as células
tumorais extraidas de camundongos. Trata-se, segundo Ribeiro, de uma matéria
de origem natural, mas que pode ser sintetizada em laboratério por meio de
processo relativamente simples.

O estudo, afirma Ribeiro (2012, p. 15) “[...] confirma a hip6tese de que é
possivel avaliar o efeito do cianeto sobre células tumorais usando um modelo de
liberacao diferente daquele relatado na literatura, que usa a terapia génica para
produzir cianeto livre, a partir de linamarina.”

Houve crescimento de massa tumoral, em forma de nddulo de cor branca
(figura 4) em 4 dos animais inoculados no sitio subcutaneo (66%), em ambos 0s

grupos.

Figura 4. Fotografia (esquerda) mostrando a presenca do tumor no subcutaneo de um
animal do grupo controle (seta). Animais posicionados para palpacdo e inspec¢do de massa
tumoral conforme grupos tratado e controle (direita)

No grupo tratado com acetona cianidrina, ndo foi possivel verificar
macroscopicamente e no RX, a presenca do tumor em dois dos animais que
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apresentaram massa tumoral ao 12° dia (figura 5). Isso demonstra o grau de
dificuldade em se conseguir bons indices de verificacao a partir da associacéo

de acetona cianidrina e o emprego de RX.

Figura 5. Imagem de RX (XTREME), mostrando presenca (seta) ou
auséncia de tumor nos animais do grupo tratado.

Ao exame de RX ndo foi possivel observar a luminescéncia das células
inoculadas. Acredita-se que a probe luciferase nao foi eficiente ou néo foi ativada
corretamente. No entanto, foi possivel verificar a presenca da massa tumoral,

tanto macroscopicamente (palpacéo e inspecao) como por RX (figura 6).

I
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Figura 6. Imagem de RX, do XTREME, mostrando a presenca de
tumores no dorso dos animais do grupo controle (seta)
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Apesar de os resultados n&o terem sido os esperados, no que diz respeito
a observacdo da luminescéncia das células, é correto afirmar, baseado no
trabalho de Ramalho, Aydos e Cereda, (2010 apud RIBEIRO, 2012), e nos dados
aqui obtidos, que as pesquisas que buscam a cura do cancer tém muito ainda a
explorar a acetona cianidrina como instrumento de investigagdo na dinamica
processual da ocorréncia de doenca neoplasicas.

N&o foi possivel verificar metastases em 6rgaos ou peritbnio em virtude

da auséncia de fluorescéncia das células inoculadas.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel avaliar o crescimento tumoral e o efeito antitumoral da
acetona cianidrina em modelo de carcinoma mamario (4T1LUC) tendo em vista

que houve crescimento das células do tumor.

A evolucdo do tumor nos animais tratados e ndo tratados através da
fluorescéncia nao foi possivel ser realizada por problemas técnicos na ativacéo
da luciferase. No entanto, foi possivel avaliar a presenca e auséncia da massa

tumoral por palpacgao e inspec¢édo, bem como em Rx simples.

N&o se observou o aparecimento de metastases do tumor, através da
imagem de RX /fluorescéncia pelo mesmo motivo técnico. No entanto, nao foi
possivel observar nenhum tipo de tumor no peritdnio visceral ou parietal,
considerando-se dessa forma que as células inoculadas intracavitarias ndo se

desenvolveram.
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Cancer can be roughly understood as the uncontrolled growth of cells in
both human and animal bodies. Its action is to invade tissues and organs altering
its functions, which can lead to death in cases whose diagnosis and the
consequent onset of treatment were late. This disordered growth becomes more
aggressive when allied to it we have the migration of these cells to other regions
of the body (metastases). Cancer in Brazil is the second cause of death due to
illness (DENORAIS et. al., 2002; OMS, 2015).

The development of cancer depends not only on transformations within
the modified cell itself, but also on the interrelations between these cells and their
microenvironment. The cancer proceeds from genetic mutations and some
physiological variations in the cell are essential for the disease to manifest itself.
There are six alterations that can be considered fundamental in the cellular
physiology and that allow tumor growth, that is, we have self-sufficiency in signs
of growth, insensitivity to signs of growth inhibition, evasion of apoptosis,
unlimited replicative potential, maintenance of angiogenesis and, finally, tissue
invasion and metastasis (PANTALEAO, 2010).

According to Pantaledo (2010), cancers can be categorized into
carcinomas - neoplasms originating from epithelial tissues (epidermoid, when
originating from epithelium, and adenocarcinomas from ducts and/or glands),
sarcomas (neoplasms originating from connective tissues, (neoplasms
originating from the marrow) and lymphomas (neoplasms originating from
lymphoid tissues).

According to information obtained by Cabral (2016), the American Cancer
Society categorizes cancer as a chronic disease, belonging to the group of
cardiovascular diseases, diseases that affect the respiratory system and
diabetes. Of the diseases responsible for approximately 70% of the world's
deaths, only 15% of deaths are caused by cancers, however it would amount to
8.2 million fatalities per year.

World Health Organization (WHO) data released in 2017 report that every
year 8.8 million people die from cancer, mostly in low- and middle-income
countries - which has shown a resurgence in fatal cases since 2012. The
prevalence of cancer cases in countries where income is medium and low is due

to the scarce supply of diagnostic and treatment services. This is due to frequent
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structural health problems in these countries. One of the sectors that suffer the
most is the one destined to the services of pathology. By 2015, according to WHO
information, approximately 35% of low-income countries reported that pathology
services were generally available in the public sector, compared to more than
95% of high-income countries.

Breast cancer has the highest prevalence and affects women in many
parts of the world, both in developed and emerging countries. This is due to the
increasing longevity of the world population, which would increase the incidence
of this neoplasm (TORRE, SIEGEL et al., 2016In the year 2015 in Brazil, breast
cancer was responsible for 18 thousand deaths (WHO, 2015). In addition,
according to information from the World Health Organization (WHO, 2015), the
spread of deaths is a global phenomenon, since 15 years ago the number of
deaths did not exceed 6.9 million individuals, increasing to 8, 1 million in 2010
and 8.8 million in 2015. According to the WHO, the 22.2% increase in the number
of fatalities due to cancer worldwide since the beginning of the century is one of
the largest ever recorded by modern medicine. Currently, one in six deaths in the
world is caused by cancer (WHO, 2017).

EXPERIMENTAL MODEL OF THE MURARY MUMMY CARCINOMA (4T1
LUC)

In recent years, a considerable number of researches have been devoted
to the analysis of processes that seek to understand the dynamics of tumors. In
this sense, efforts have been developed to try to find a cure for conditions that
have cancer as the main etiological agent. As far as knowledge about
carcinogenesis is concerned, most come from the analysis of tumor tissues in
vitro, specifically those in very advanced stages of development, withdrawn from
patients (PANTALEAO, 2010).

To understand the dynamics of the processes associated with neoplastic
progression, several experimental models have been proposed. Studies with
mice stand out as the main experimental model used to represent the wide variety

of events that occur in the development of human breast cancer. The advantages
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of its use in experiments, is the small size, which facilitates its lodging and
manipulation; fast reproduction and long service life; complete sequencing of its
already available genome; manipulation with great ease and finally, share many
physiological similarities with humans (MANNING, BUCK et. al., 2016).

There are currently 32,000 murine lines, including the isogenic, non-
isogenic, mutant, recombinant, among others. Each lineage is suitable for a
specific study type (EPPIG, MOTENKO et al., 2015, CABRAL, 2016;
PANTALEAO, 2010). With respect to breast cancer, different murine lines and
experimental models have been used in research. The most commonly
manipulated models are spontaneous ones; spontaneous mutations; induced by
chemical, physical or biological carcinogenesis; transplantable xenografts and
isogenic transplantable (ALVARADO et. al. 2017).

Spontaneous models are easily recognized by the natural emergence of
breast tumors - a process totally exempt from human interference. In this context
there are some strains of mice such as C3H (MAO, QU et. al.,, 2014), and
Kunming females (ZHENG, ZHOU et. al., 2014). However, spontaneous models
are not only limited to mice, but are also used in bitches (LIU, XIONG et. al. 2014)
and felines WIESE, THAIWONG et. al., 2013; KOJIMA, et al. 1996; SELMI et. al.,
2007).

In spontaneous models induced mutations, their origin is due to the
advance in the area of genetic engineering. Such mutations are caused in
embryos for the formation of genetically modified species, which are
subsequently cross-linked to constitute animals in homozygosis or heterozygosis
of the induced gene transformation. This genetic mutation is able to generate
tumors spontaneously during the growth process of the animal, since the
mutations are directed to genes known to be associated with mammary
carcinogenesis (PANTALEAO, 2010).

Of the previously cited models that are intended to resemble what occurs
in humans, there are 634Mul (Wilson, Bachawal et al., 2014) and C3 (1) /
SV40Tag (STEINER, DAVIS et al. 2014). Other genetically modified models have
also been used. Many of them are knockout for the genes of interest and thus
allow the functional study of this specific gene product against a transplanted
tumor (DRANOFF, 2011).



42

According to Pantaledo (2010), among the experimental models of cancer,
murine mammary carcinoma 4T1 is one of the most used models in the
examination and a better understanding of the biological typology of the tumors.
This model is recognized by the aggressiveness of its action, being a cell line
deeply tumorigenic and hostile, in which metastases occur in several organs of
the affected organism. In relation to the morphological aspect of the tumor,
murine mammary carcinoma 4T1 is characterized by malignant epithelial

propagation in solid fit, with propagation of pleomorphic cells and mitotic pattern.

EFFECT OF CYANOID ACETONE IN TOMORROW'S REMISSION

Ramalho et al. (2010) analyzed the antitumor effect of acetone
cyanohydrin on Ehrlich ascites tumor cells and human lymphocytes in vitro. It was
possible to verify a cytotoxic effect dependent on these tumor cells, where, in the
concentrations of 20 and 30 Ug.ml-1, 100% of cell death occurred in only 1 and
2 hours. At lower doses of 0.5-1.0 and 2.0 Ug.ml-1, the cytotoxic effect was less
intense, increasing gradually with time. At low concentrations of 0.5-1.0 and 2.0
Ug.ml-1, more than 90% of cell death was observed only after 24 hours of
incubation. Such results evidenced the ability of the tumor cell to be intoxicated
cumulatively with acetone cyanohydrin. These results were compared with the
results presented by human lymphocytes that, at the same doses and in the same
incubation times, reached a maximum of 30% of cell death. In this study, the
authors suggest that there is a differentiated rhodanase activity between the two
cells.

The action of acetone cyanidrin is based on its cytotoxic metabolite that
acts in a lethal manner in the cancer cell, taking advantage of the failure of the
cyanide metabolism in the cells, due to a reduced action of the enzyme
rhodanase that makes the detoxification of the cells. The failure of rhodanase
would be triggered by a lack of substrate for the reaction, known as sulfane sulfur,
responsible for providing sulfur for the removal of cyanide in the form of

thiocyanate.
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The authors Iciek and Wlodek (2001) reported that the regression of
transplanted tumors in mice and tumor inhibition induced by carcinogens through
the use of different precursors such as sulfane sulfur, confirm the above
hypothesis. A perfect environment for cumulative cyanide poisoning is provided
in cancer cells, because rhodanase is only residual.

Literature reviews contain important information such as characteristics of
sulfane compounds and their affinity for cyanide reactivity, as well as evidence of
sulfur metabolite in malignancy processes, cystathione deficiency in many
malignant cells, and differences in the metabolism of hemocysteine between
normal cells and malignant. In addition, they also evidence important information
regarding the defect in sulfur metabolism in cancer cells, together with the in vivo
antitumor effects of sources of sulfane sulfer. This information apparently
demonstrates that the uncontrollable proliferation of malignant cells may be
related to a deficiency of elements such as sulfur and to an uncontrollable action
of an enzyme set that is normally inactivated by it. Tumors with high growth rates
may have lower sulfur transferase activities (rhodanase, for example) than normal
tissue or tumors with low growth rates.

In Ehrlich's Ascitic Tumor, cyanogenic chemotherapy using acetone
cyanohydrin as a source of cyanide was able to promote a reduction in tumor
volume and tumor cells, as well as prevent its development in 20% of treated
animals. In the Ehrlich Solid Tumor, it was able to induce an inhibition in tumor
growth, in addition to producing an increase in necrosis area (RAMALHO, 2014).

Studies using other active principles present also have been successful in
remission of Ehrlich’s Tumor. Fukumasu (2008) investigated the action of
guarana on the progression of the tumor in question and according to the results
there is a considerable deceleration of cancer cells in mice fed guarana for seven
days before having the cancer induced by the researchers; and another 14 days
after establishment of the disease.

Authors such as Bicalho (2010) and Mijan (2012) also identified tumor
remission through the use of Aluminum-Chloro-Phthalocyanine (AICIFt) -
mediated Photodynamic Therapy in liposomal formulation. The analyzes showed
that in 100% of the animals treated with PDT, it was possible to detect the
complete remission of the tumors initially induced. In the histopathological
analyzes carried out by the aforementioned researchers, it was observed that
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PDT acted ostensibly in tumor elimination by the induction of cytotoxicity. In fact,
such evidence leads to an intense necrosis process. The process in question was
able to elute the tumor cells, however, resulted in the destruction of adjacent
muscle tissue.

Nevertheless, after 21 days after the end of the PDT, the actuators
observed the healing process, in which the muscle tissue replaced by connective
tissue. Thus, Photodynamic Therapy was effective in complete remission of the
tumors induced in the languages of Balb-c mice from cellular suspensions of
Ehrlich's ascites tumor (BICALHO, 2010).

Ehrlich's tumor is defined in the specialized literature as a transplantable
neoplasm of malignant epithelial origin, resembling a mammary adenocarcinoma
of female mice. It was introduced in 1986 by Ehrliche and described in 1906 as a
mammary carcinoma of female mice. Initially, the tumor was experimentally
developed in solid form and transplanted into animals of the same species
(DAGLI, 1989). But in 1932, Loewenthal and Jahn presented the ascitic form, that
is, the form developed in the peritoneum of animals inoculated with tumor cells.

Ehrlich's tumor is a model characterized by practicality, being widely used
in antineoplastic analysis because of the reduced time interval for study, since
the evolutionary progression of the neoplasia occurs very quickly, and also by the
existence of previous knowledge of the amount of cells of the tumors inoculated
in animals (RAMALHO, 2014).

There are several studies in the literature concerning the use of
cyanogenic substances, such as linamarin and amygdalin (CHEN, et. al., 2013;
FUKUDA et. al., 2003; JUKES, 1976; KOUSPAROU et al., 2002; LAGMAN;
NAVARRO, 1957; STOCK et al., 1978; SWINIARSKI; WODINSKY, 1975;
SYRIGUS et. al.,, 1998). However, an equally large number of articles with
controversial issues associated with their use can be found (GREENBERG,
1975; MOSS, KHALIL, 1981; SABER, 1977; VICKERS et al., 2006).

After histopathological evaluation of the morphological alterations caused
by acetone cyanohydrin in the heart, lung, liver and kidneys of healthy mice,
Ribeiro (2012) concluded that there were morphological alterations of the type
cell injury that lead to apoptosis, as well as cell adaptation, characterized by
degeneration of the tubules recurrences and decreased size and number of renal

glomeruli. In the lung, areas of fibrosis, presence of macrophages in the alveolar
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space, thickened septa and structural disorganization were found. There was
widespread disorganization in liver structure, hepatocytes of varying sizes and
loss of nucleus. And, in the heart, presence of fat cells, hemorrhage and fibrosis.

As shown above, researchers demonstrate the action of cyanide from
acetone cyanidrin at alkaline pH, exploiting sulfane sulfur deficiency in malignant
cells and promote irreversible intoxication with minimal effect in other normal
cells, predicts the discovery of new substances for the treatment of cancer
(RAMALHO, 2014)

Conclusion

According to the survey carried out in this manuscript, it is notable that
there is a possibility of remission of the Ehrlich Tumor by means of some
substances, such as cyanide acetone, guarana and the technique of
Photodynamic Therapy mediated by Aluminum-Chloro-Phthalocyanine (AICIFt)
in liposomal formulation. The results make it clear, although obtained from animal
experiments, that some types of cancer may be completely suppressed, or at

least have their effects diminished considerably.
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