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RESUMO: O citratc de rddio LI foi sintetizado na procura de complexos de rédio com atividade anti-tumoral e baixa toxicidade.

Nao foram observados mortes ou outros sinais de toxicidade apos injegic de 260 mg/kg de citrato de rddio Il, intra-peritonial
em camundongos observados durante 14 dias. A substéncia provoca um quadro inflamatdrio que se caracteriza por edema per-
sistente por 24 horas, quando injetada na pata de ratos. Injetada na cavidade peritonial hd aumento de neutréfilos segmentados
no exudate peritonial bem como aumento significative no nimero de macréfagos espraiados.

UNITERMOS: Citrato de rddio |l, toxicidade aguda, espraiamento, macréfagos, neutrdfilos segmentados.

SUMMARY: The rodium citrate was sintetized in a search or rodium complex with anti-tumoral activity and low toxicity.

We didn’t observe deaths and others signs of toxicity after the injection of 260 mg/kg of rodium citrate I, intraperitoneal that
were observed in mice for 14 days.

The substance caused an inflamatory response that was characterized by a persistent edema for 24 hours while injected in
the mouse's pad.

After the injection in the peritoneal cavity of the mice, we found out that was an increase of neutrophilic segmented in the

petitoneal exudate, as well as, an significative increase in the nuumber of spread monocyte.
KEYWORDS: Rodium citrate |l, Toxicity, spread monocyte, neutrophilic segmented.

| — INTRODUGAO

Carboxilatos de rodio || foram descritos como
tendo atividade anti-tumoral em camundongos por-
tadores do tumor de Ehrlich (BEAR et al 1975;
HOWARD et al 1977). Os carboxilatos usados fo-
ram o acetato, o propionato e o butirato. Essas
sibstancias apresentavam alta toxicidade aguda,
com valores de DL10 variando de 0,7 mg/kg para
o butirato a 19 mg/kg para o acetato.

Na pesquisa de um complexo de rédio de me-
nor toxicidade, NAJJAR em 1987, no Instituto de
Quimica da USP, sintetizou o citrato de rodio 1.
Essa substancia apresenta um peso molecular de
941,74 e uma solubilidade em &dgua de 7 mg/ml ou
7,2 x 1/1000 M em temperatura ambiente. Sua ati-
vidade antitumoral estd sendo pesquisada.

No presente trabalho foram estudados a toxici-
dade aguda do citrato de rédio 1, bem como, sua
atividade inflamatéria, tanto no que se refere ao
edema que provoca quando injetado em pata de
rato quanto ac tipo de exsudato celular que induz
quando injetado na cavidade peritonial de camun-
dongos.

Il — MATERIAL E METODOS

2.1. — Toxicidade aguda: Grupos de 10 camun-
dongos albinos receberam por via intraperitonial ci-
trato de rodio Il nas doses de 26 mg/kg, 65 mg/kg.
130 mg/kg e 260 mg/kg. Os animais foram obser-
vados por 14 dias.

2.2. — Edema na pata dos ratos: Citrato de
rédio foi dissolvide em salina estéril (6 mg/ml) e
dessa suspens@o 0,1 m| era injetado na regifo
subplantar de uma das patas posteriores de ani-
mais ndo anestesiados. A pata contralateral foi in-
jetada com igual volume de salina estéril. A osmo-
laridade da solucdo de citrato de rédio era equiva-
lente & da solucdo salina.

O volume das patas até a articulagédo tibio-tar-
sica foi medida, antes e a vérios intervalos de
tempe apds a injecdo podal de citrato de rédio,
com auxilio de pletismdgrafo descrite por Winder
et al. 1957, que consiste de uma cuba contendo
solugdo de l-anil sulfato de sdédic, na qual era
imersa a pata do rato. O liguido da cuba desloca-se
para um tubo de vidro graduado, permitindo a esti-
mativa do edema.
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O resultado final foi obtido subtraindo-se os
valores-controle (patas injetadas com salina) dos
valores-teste (patas que receberam injecio local
de irritante).

Tratamento com anti-histaminico (anti-H1): os
animais foram tratados com 0.5 mg/kg de prome-
tazina [Fernegan), Rhodla, por via intraperitonial,
30 minutos antes da injec@o de citratoc de radio na
pata e a sequéncia metodoldgica realizada nesse
grupo de animais foi idéntica descrita nos pardgra-
fos anteriores,

2.3. — Exsudato peritonial: O citrato de rédio
foi dissolvido em solugdo salina estéril {6 mg/kg)
e dessa suspensdo, 0.1 ml foram injetados intrape-
ritonialmente em 40 camundongos e outros 40 ani-
mais foram injetados com 0.1 ml de solucéo salina
estéril. A osmolaridade da solucio de citrato de
rédio era equivalente a da solucéo salina.

Foram montados 4 grupos (A, B, C e D) con-
tendo, cada, 20 animais. Em todos os grupos, 10
animais foram tratados com citrato de rodic e
10 com solucio salina. Apds 24 horas, para o grupo
A, 48 horas para o grupo B, 72 horas para o grupo C
e 96 horas para o grupo D, os animais foram sacri-
ficados e suas cavidades periteniais foram lava-
das com 2.5 mi de solucfio salina tamponada (pH
7.2) e heparinizada para retirada das células. Os
liquidos obtidos foram submetidos ao seguinte
tratamento:

1} — Foi adicionado a 1 mililitro de exsudato
0.1 ml de uma solucdo de cristal violeta 0.05% e
posteriormente submetido a contagem global, em
camara de Neubawer, e diferencial {segmentados,
bastonetes, linfécitos e macréfagos) entre 1dmina
e laminula, cujos resultados constam (polimorfo-
nucleares segmentados) na tabela 111

2] — O restante do exsudato foi utilizado para
a técnica do espraiamento.

Tado material utilizado para coleta e amostra-
gem era de natureza pléstica.

2.4, — Espraiamento de macrofagos: Foram
colocados 0.2 m! de exsudatos em laminula e de-
corridos 15 minutos (para aderéncia de macrofagos)
a mesma foi esgotada e lavada com solucdo salina
tamponada pH 7.4 (PBS), seca e escorrida em gase.
Posterlormente foram colocadas, individuaimente,
em placas de Petri e imersas em meio de Eagle
com 5% de HEPES e incubadas a 37 graus Celcius
por uma hora. As laminulas foram retiradas do
meio de Cultura, lavadas com PBS (solucdo salina
tamponada), esgotadas e fixadas com glutaraldeido
{2.5%]) por 10 minutos, sendo novamente lavadas
e secas. Fixadas as laminas foram coradas por
H.E. e lidas no microscdpic optico comum. As cé-
lulas espraiadas foram ‘contadas e constam na
tabela Iv.

2.5. — Métodos estatisticos: Os resultados
foram analizados pelo teste t, teste t pareado e
teste de Mann-Whitney (SIEGEL, 1977). Em todos
os testes estatisticos utilizados, o nive! de signifi-
cancia considerado foi p << 0.05.

Il — RESULTADOS

3.1. — Toxicidade aguda: Os camundongos
foram ohservados por 15 dias e nao se registrou
morte ou alteracdo clinica visivel.

3.2. — Edema na pata de ratos: Como se pode
verificar na tabela |, o citrato de rddio 1l induz &
formacao de intenso edema. Esse edema regride
apds 24 horas.

A administraciio prévia de anti-histaminico H1,
ndo diminui a intensidade do edema (tabela II}.

3.3. — Exsudato peritonial: Os resultados es-
tdo esguematizado na tabela Ill. O citrato de rddio
aumentou significativamente a presenca de poli-
morfos segmentados, decorridas 72 e 96 horas de
tratamento.

Ndo houve aumento significativo de macréfa-
gos e linfécitos no exsudato dos animais tratados
pelo complexo de radio [l

3.4. — Espraiamento de macrdéfagos: A tabela
IV sintetisa os resultados obtidos.

Os macréfagos dos exsudatos obtidos apds 24,
48 e 72 horas apls o tratamento com citrato de
rédio Il (grupos Ac, Be e Cc respectivamente)] apre-
sentam-se espraiados em ndmero significativamen-
te maior que os dos controles {ratados com salina.

IV — DISCUSSAO

O citrato de rodio I, sintetisado em nosso
meio, n@o provocou sinais de toxicidade aguda
quando injetado em camundonge na dose de 260
mg/kg por via intraperitonial, Sob esse aspecto o
citrato de rodio Il é diferente de outros carboxila-
tos de rodio il, descritos na literatura, os quais
séio bastante tdxicos.

O citrato de rédio 1f evidenciou ser um agente
inflamatorio. Nédo ha referéncias na literatura, so-
bre efeitos inflamatdrios dos outros carboxilatos
de rodio.

O quadro inflamatério provocado pelo citrato
de rodio I caracteriza-se pelo acentuado edema
que provoca quando injetado na pata de ratos e
pela migragio de células para a cavidade peritonial
guando injetado intraperitonial em camundongos.

O edema na pata dos ratos regride em 24 ho-
ras. Esse edema ndo deve ser causado por libera-
cdo de histamina pois ndo- foi inibido por injegéo
prévia intraperitonial do anti-histaminico H1, pro-
metazina.
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A injecgdo intraperitonial de citrato de rddio -
em camundongos provoca um aumento da migra-
¢éo para cavidade peritonial de polimorfos segmen-
tados, assim como, maior espraiamento de ma-
crofagos.

A ativaglo de macréfagos pelo citrato de ro-
dio Il pode se constituir numa pista para explicar
efeitos anti-tumorais jd descritos para outros car-
boxilatos de rodio Il

IV — CONCLUSOES

5.1. — O citrato de rddio II,‘ até a dose de

"260 mg/kg, ndo provoca sinais de toxicidade aguda

em camundongos.

5.2, — O citrato de rédio Il quando injetado
na pata de ratos provoca intenso edema. Esse ede-
ma ndo € antagonizado pela injecéo prévia de anti-
histaminico H1 por via intra-peritonial.

5.3. — O citrato de rodio Il injetado_na cavi-
dade peritonial de camundongos promove acentua-
da migragéo de polimorfos segmentados bem como
um aumento no espraiamento de macréfagos.

TABELA |

Aumento em ul (microfitros} do volume das patas deratos injetados com 0.1 ml de solugdo salina (pata D)
e com 0.1 ml de sclugdo de citrato de rédio (6 mg/ml) [pata E). '

rato salina citrato de rédio il
1 21 91
2 ' 17 89
3 16 104
4 20 109
5 17 104
6 16 118
7 02 71
8 11 93
9 36 90
10 4 82
11 24 132
12 30 113
13 16 99
14 26 120
15 12 113
16 10 _ 89
X % | 17.4 + 8.6 101.0 = 154
t = 24208
to (14 gl) = 2.145
t pareado
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TABELA I

Aumenio em ul (microlitros) do volume das patas deratos injetados com 0.1 ml de solucdo salina (pata D)
e com 0.1 ml de solugéo de citrato de rédio {6 mg/mi) (pata E) com injecdo prévia (30 minutos antes)
de prometazina 0.5 mg/kg, intra-peritonial.

rato salina citrato de rodio I

1 ‘ 25 97

2 23 110

3 19 : ’ 112

4 16 85

5 18 - 92
Xt s 202 £33 89.2 o+ 10.4
t = 16,959
te (3 gl) = 3182
t pareado

TABELA 1l

Porcentagem de polimorfos nucleares segmentados

amostras Ac  As Be Bs : Cc GCs Dc - Ds
animal n.

1 33 40 12 14 8 7 4 —_
2 398 40 ‘ 16 10 - 8 16 1
3 31 38 7 6 4 10 12 1
4 24 32 18 15 —_— 4 28 8
5 26 42 4 13 16 4 12 i
6 30 418 14 5 — 8 12 14
7 28 418 & 6] 10 4 12 4
8 18 38 2 5 11 4 16 2
g 39 40 11 8 10 4 20 6
10 52 34 10 7 20 12 20 2
Ac x As Bc x Bs Cc Cs Dc X Ds

Uu=19" U =435 U=145" U=85"

Uc = 27 Ue = 27 Ue = 17 Uc = 24

Porcentagens de polimorfos nucleares segmentados obtidas
de exudatos peritonials de camundongos injetados com so-
luglo salina e solugio de citrato de rédio, respectivamente
apds 24 horas amostras As e Ac; 48 horas amostras Bs e Bg;
72 horas amosiras Cs e Cc e 96 horas amostras Ds e Dc.

* Significativamente diferentes a 5% (teste Mann-Whitney).
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TABELA IV

Porcentagem de macrdfagos espraiados

amostras ' Ac As Be Bs _ Cc GCs Dc Ds
animal n.

1 37 14 63 4 54 28 - 22 32
2 36 20 84 29 — 18 26 20
3 46 40 83 51 69 40 40 44
4 16 8 92 81 89 48 20 12
5 42 48 90 52 68 56 24 28
6 44 16 80 60 60 44 28 24
7 60 24 95 44 48 40 . 20 20
8 50 28 93 - 40 6(. 60° 48 24
9 20 28 88 20 64 - 20 32 28
10 24 16 87 56 48 24 28 24
Ac X As Bc x Bs Ge Cs Dc x Ds

U=24" U=2"* U=28"~*. U =35

Ue = 27 Ue = 27 Uc = 27 Uc = 27

Porcentagens de macrdfagos sspraiados, abtidos de exsuda-
tos peritoniais de camundongos injetados com solucio sa-
lina e solugo de citrato de rédio, respectivamente apés 24
horas amosiras As e Acg; 48 horas amostras Bs e Be; 72
horas amostras Cs e Cc e 96 horas amostras Ds e Dc.

* Significativamente diferentes a 5% (teste Mann-Whitney)
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