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RESUMO 

 

 

SOARES M.A. - “Avaliação da potencial aplicação de derivados de 2-acetilpiridina N-4 fenil 

tiossemicarbazonas em terapia e diagnóstico oncológico” 

 

Apesar do grande número de agentes antineoplásicos disponíveis, a resistência de alguns 
tipos de câncer e a toxicidade para as células normais têm sido apontadas como as principais 
causas da falha terapêutica e perda de vidas. A falta de diagnóstico precoce e preciso 
também é responsável pela redução da sobrevida dos pacientes com câncer. Neste 
contexto, o desenvolvimento de substâncias com baixa toxicidade e com potencial 
terapêutico e/ou diagnóstico, torna-se a principal ferramenta na tentativa de aumentar a 
sobrevida dos pacientes e garantir a segurança e eficácia do tratamento. As 
tiossemicarbazonas (TSC) constituem uma classe de compostos sintéticos que apresentam 
diversas atividades biológicas, incluindo a atividade antitumoral. Apesar de vários estudos 
demonstrarem o grande potencial das TSC como agentes terapêuticos e/ou diagnósticos, 
diferentes modificações químicas realizadas em moléculas pertencentes a essa classe 
indicam novas possibilidades para aplicações e ainda necessitam de estudos aprofundados. 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a potencial aplicabilidade de derivados de 2-
acetilpiridina N-4 fenil tiossemicarbazonas para terapia e diagnóstico oncológico. Os 
resultados obtidos demonstraram que todos os 13 derivados de 2-acetilpiridina 
tiossemicarbazonas testados foram citotóxicos para linhagens de tumor de mama e 
glioblastoma apresentando, inclusive, maior atividade antitumoral in vitro, que o 
etoposídeo, um antineoplásico inibidor da enzima topoisomerase II bastante utilizado na 
clínica médica. As TSC que possuem o halogênio ou nitro na posição orto apresentaram 
maior atividade antitumoral in vitro que seus respectivos isômeros nas posições meta ou 
para do grupo fenila. Os compostos H2Ac4oFPh e H2Ac4oClPh apresentaram a maior 
atividade antitumoral, dentre todos os compostos testados, com IC50 na ordem de 
nanomolar. Essas TSC induziram morte por apoptose nas células tumorais e o estresse 
oxidativo foi responsável, ao menos em parte, por esse tipo de morte celular. H2Ac4oFPh, 
administrada por via s.c., na dose 5 mg.kg-1, por 4 dias consecutivos, não induziu toxicidade 
importante nos animais tratados, no entanto, este mesmo protocolo de tratamento não se 
mostrou eficaz para redução do crescimento tumoral em modelo animal de tumor cerebral. 
Sondas radioativas da H2Ac4oFPh foram sintetizadas, utilizando 111In e 67Ga como 
radiotraçadores. A H2Ac4oFPh-111In apresentou vantagens em relação à H2Ac4oFPh-67Ga 
como maior atividade específica, maior pureza química, maior estabilidade in vitro, maior 
volume de distribuição, maior clareamento sanguíneo e, portanto, foi considerada mais 
adequada para aplicação para estudos de imagem molecular. H2Ac4oFPh-111In também 
apresentou natureza lipossolúvel e foi facilmente internalizada pelas células de 
glioblastoma, in vitro. H2Ac4oFPh-111In foi captada pelas células de glioblastoma in vivo, 
porém, a alta captação abdominal e a alta radiação de fundo não permitiram uma boa 
distinção do tumor nos estudos de imagem. Por outro lado, a administração intratumoral 
permitiu maior difusão e retenção da H2Ac4oFPh-111In no sítio tumoral e reduziu 
significativamente a atividade acumulada nos tecidos não tumorais. Estes dados encorajam 



 

 

IX 

 

novos experimentos, que devem ser realizados com o intuito de promover a complexação da 
H2Ac4oFPh à emissores de partículas, como o ítrio-90, para avaliar sua aplicação em terapia 
radioisotópica local de glioblastoma multiforme. 
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ABSTRACT 

 

 

SOARES M.A. – “Evaluation of the potential application of 2-acetylpiridine N4- phenyl 

thiosemicarbazones derivatives for cancer therapy and diagnosis" 

 

Despite the wide range of antineoplastic agents available, resistance of some types of cancer 
and toxicity to normal cells have been identified as the main causes of treatment failure and 
death. The lack of early and precise diagnosis is also responsible for reducing survival of 
cancer patients. In this context, the development of substances with low toxicity and 
therapeutic potential and/or diagnosis purpose, is the major tool in an attempt to increase 
the survival of patients and assure the safety and efficacy of treatment. Thiosemicarbazones 
(TSC) are a class of synthetic compounds that have several biological activities, including 
antitumor. Although several studies have shown the great potential of TSC as therapeutic 
and / or diagnostic agents, different chemical modifications performed on this class of 
molecules indicate new possibilities for applications and still require further studies. The 
objective of this study was to evaluate the potential applicability of 2-acetylpyridine N-4-
phenyl thiosemicarbazones derivatives for cancer therapy and diagnosis. The results showed 
that all 13 TSC tested were cytotoxic to breast and glioblastoma tumor cell lines, presenting 
higher in vitro antitumor activity than etoposide, an antineoplastic and inhibitor of 
topoisomerase II frequently used for cancer therapy. The TSC that have halogen or nitro on 
ortho position showed higher antitumor activity in vitro than their isomers with halogen or 
nitro on meta or para position of the phenyl group. H2Ac4oFPh and H2Ac4oClPh compounds 
showed the highest antitumor activity among all tested compounds, with IC50 in nanomolar 
order. These TSC induced cell death by apoptosis and oxidative stress was responsible, at 
least in part, for this type of cell death. The 5 mg.kg-1 H2Ac4oFPh dose, administered s.c., for 
4 consecutive days, did not induce important toxicity; however, the same treatment 
protocol was not effective for tumor growth reduction in an animal model of brain tumor. 
Radioactive probes of H2Ac4oFPh were synthesized using 111In or 67Ga as radiotracers, with 
satisfactory specific activity and radiochemical purity. H2Ac4oFPh-111In was more useful than 
H2Ac4oFPh-67Ga, with higher specific activity, better chemical purity, better in vitro stability, 
higher distribution volume, faster blood clearance and, therefore, was considered the most 
promising for application in molecular imaging studies. H2Ac4oFPh-111In also showed high 
lipophilicity and was internalized by glioblastoma cells in vitro. H2Ac4oFPh-111In showed 
significative tumor uptake in vivo, however, the high abdominal uptake and high background 
did not allow a good visualization of tumor in imaging studies. Unlike intravenous 
administration, intratumoral administration allowed greater diffusion and retention of 
H2Ac4oFPh-111In in the tumor site and significantly reduced the activity accumulated in the 
organs. These results encourage new experiments to be performed in order to promote the 
complexation of H2Ac4oFPh with particle emitters, such as ytrium-90, to evaluate its 
application in local radioisotopic therapy for glioblastoma multiforme.  
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RR  Ribonucleotídeo redutase 

S  Enxofre 

REA  Relação estrutura-atividade  

s.c.  Subcutânea 

SFB  Soro fetal bovino 

SOD  Superóxido dismutase 

SPECT “Single-photon emission computed tomography”: Tomografia por emissão de 

fóton único 

t½   Meia vida 

t½α  Meia-vida da fase rápida ou de distribuição 

t½β   Meia-vida da fase lenta ou de eliminação  

TAB  Tabela  

TBA  Ácido tiobarbitúrico 

TBARS  Espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico 

TBq.mmol-1 Tera Becquerel por milimol 

TCA  Ácido tricloroacético 

TNF-  Fator de necrose tumoral 

TNFR1  Receptor de fator de necrose tumoral tipo 1 

TR  Tempo de retenção 

TSC  Tiossemicarbazonas 

T98-G  Linhagem celular de glioblastoma multiforme humano – P53 mutante 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 CÂNCER: CONCEITOS E DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 

Câncer é a designação de um grupo de doenças caracterizadas pela perda do controle 

da divisão celular e pela capacidade de invasão de estruturas do organismo (INCA, 2012). 

Acredita-se que uma célula normal se transforma em uma célula cancerosa em decorrência 

às mutações em seu DNA, que podem ser herdadas ou adquiridas (Rang et al., 2012). Essas 

mutações promovem alterações bioquímicas, morfológicas e funcionais variadas que 

conferem às células cancerosas propriedades importantes para o seu desenvolvimento (Filho 

et al., 2009). De maneira geral, as células cancerosas apresentam, em graus variáveis, 

características que as distinguem das células normais como: proliferação descontrolada, 

desdiferenciação, perda de função, poder de invasão e propriedades metastáticas (Rang et 

al., 2012). 

Além dos fatores genéticos (ABTA, 2006), vários fatores químicos, físicos e biológicos 

aumentam a propensão individual ao câncer, entre os quais estão inclusos: fumo, hábitos 

alimentares, excesso de peso, consumo de álcool e a exposição às várias formas de radiação 

(ACS, 2012). Alguns tipos de vírus também são importantes desencadeadores do processo de 

carcinogênese. O papilomavírus, por exemplo, tem sido identificado em vários tipos de 

carcinoma de colo uterino (zur Hausen, 2001).  

Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) indicam o câncer como a primeira 

causa de morte nos países economicamente desenvolvidos e a segunda causa de morte nos 

países em desenvolvimento, subsequente, apenas, às doenças do sistema cardiovascular. A 
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incidência do câncer vem crescendo nos países em desenvolvimento como resultado do 

aumento da urbanização, da industrialização e da maior expectativa de vida da população 

que favorece não só a maior produção dos agentes carcinógenos ambientais, mas também, a 

maior e mais prolongada exposição dos seres humanos a esses agentes. Estima-se que, em 

2030, ocorrerão 27 milhões de casos incidentes de câncer e 17 milhões de mortes por 

câncer, no mundo (WHO, 2012). 

No Brasil, as estimativas para 2012 e 2013 apontam a ocorrência de 

aproximadamente 520 mil casos novos de câncer. Os tipos com maior incidência serão os 

cânceres de pele não melanoma, próstata, pulmão, cólon, reto e estômago para o sexo 

masculino; e os cânceres de pele não melanoma, mama, colo do útero, cólon, reto e 

glândula tireóide para o sexo feminino (FIG. 1) (INCA, 2012). 

Os cânceres cerebrais constituem apenas 1-2% dos tumores em adultos, no entanto, 

são de difícil prognóstico e a sobrevida dos pacientes geralmente é muito baixa. Dentre os 

diferentes tipos de tumores cerebrais o glioblastoma multiforme (GBM) é o mais freqüente e 

agressivo (Ohka et al., 2012) e, em geral, os pacientes com esse tipo de câncer morrem em 

até dois anos após o diagnóstico (UWhealth, 2012). 

 

 

FIGURA 1: Distribuição proporcional dos tipos de câncer mais incidentes no Brasil, exceto pele não 
melanoma. Estimativas para 2012/2013 (INCA, 2012). 

 

1.2 DIAGNÓSTICO ONCOLÓGICO: APLICAÇÕES DA MEDICINA NUCLEAR 

 

O diagnóstico precoce do câncer promove, em geral, tratamento bem sucedido e 
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pode ser feito por meio de análises bioquímicas do sangue, estudos cito e 

anatomopatológicos, imuno-histoquímica e imagem (INCA, 2012). 

As técnicas de imagem permitem monitoramento da doença em tempo real e 

acessibilidade sem a destruição do tecido. Além disso, elas desempenham papel importante 

na predição, diagnóstico, estadiamento, planejamento terapêutico, avaliação da eficácia 

terapêutica e da recorrência do câncer (Fass, 2008). Métodos de imagem como a tomografia 

computadorizada (CT), a imagem por ressonância magnética (IRM) e o ultrassom permitem 

caracterizar alterações anatômicas decorrentes da doença (Oliveira et al., 2006). A imagem 

na Medicina Nuclear é realizada por meio de gama-câmaras planas (GC), tomografia por 

emissão de fóton único (SPECT) e tomografia por emissão de pósitron (PET) (FIG. 2), as quais 

permitem a caracterização funcional e metabólica dos tecidos, complementando os dados 

anatômicos e, desta forma, auxiliando no diagnóstico e, principalmente, no estadiamento e 

otimização do tratamento dos pacientes com câncer (Tinois, 2005). 

As GC permitem a obtenção de imagem bidimensional da distribuição da 

radioatividade no organismo. Por este motivo, elas possuem menor sensibilidade e 

pequenas lesões podem não ser detectadas. As GC são utilizadas para detecção de radiação 

gama (γ), uma vez que os detectores empregados em sua instrumentação requerem emissão 

gama abundante com energia entre 100 e 300 keV (Kowalsky et al., 2004). 

A SPECT permite a aquisição de imagem tridimensional e, assim como a gama-

câmara, é utilizada para detecção de radiação gama (γ). A imagem tridimensional é obtida 

graças à presença de uma, duas ou três cabeças, contendo os detectores de radiação, que 

giram 180° - 360° ao redor do paciente, para aquisição de imagens. A sensibilidade deste 

equipamento aumenta proporcionalmente ao número de cabeças de detecção (Kowalsky et 

al., 2004).  

A PET é um tipo de tomografia que detecta radiação gama proveniente da 

aniquilação de pósitrons. Quando os pósitrons se combinam com elétrons negativos, eles se 

aniquilam dando origem a dois fótons de 511 keV na mesma direção, porém, em sentidos 

opostos (Thrall et al., 2003). A detecção simultânea dos dois fótons emitidos, por meio de 

um sistema de coincidência acoplado aos detectores, permite a localização da posição em 

que os dois fótons foram originados, promovendo maior eficiência de quantificação da 

radiação nos órgãos (Jurisson et al., 2008). Por este motivo, a imagem PET apresenta maior 

resolução quando comparada à imagem SPECT (Kowalsky et al., 2004). 
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FIGURA 2: Desenho esquemático representativo da aquisição das imagens cintilográficas em gama-
câmara (A), SPECT (B) e PET (C). 

 

 A TAB. 1 apresenta os emissores gama e de pósitrons mais comumente utilizados 

para diagnóstico oncológico em Medicina Nuclear no Brasil, bem como suas energias e meia-

vida (T1/2) física. 

A base da utilidade diagnóstica da Medicina Nuclear está na distribuição e captação 

seletiva de traçadores, denominados radiofármacos (Josephs et al., 2009). A maioria dos 

radiofármacos é uma combinação de um isótopo radioativo, que pode ser detectado 

externamente, e de um componente químico não radioativo, que é responsável pela sua 

distribuição no organismo e fixação no órgão alvo (Thrall et al., 2003). 

Os principais radiofármacos disponíveis atualmente no Brasil, para diagnóstico 

oncológico, são: citrato de gálio-67, para linfoma; iodeto de sódio (iodo-123), para tumores 

tireoidianos; metileno difosfonato marcado com tecnécio-99 metaestável, para metástases 

ósseas; sestamibi marcado com tecnécio-99m, para tumores de mama; octreotídeo marcado 

com índio-111, para tumores neuroendócrinos e metaiodobenzilguanidina marcada com 

iodo-123 para neuroblastoma (IPEN, 2012). Além dos radiofármacos para SPECT citados, 

existem também, dois radiofármacos para PET oncológico disponíveis para comercialização 

no Brasil: o fluoreto de sódio (flúor-18), para metástase óssea e a fluordesoxiglicose (FDG - 

flúor-18), indicada para linfoma, carcinoma de pulmão, melanoma maligno e carcinoma de 

cólon (IPEN, 2012).  Dentre todos os radiofármacos citados, apenas o octreotídeo marcado 

com índio-111 e a metaiodobenzilguanidina marcada com iodo-123 são tumores-específicos; 

os demais são tecido-específicos e permitem, apenas, diferenciar zonas hiper- ou 

hipocaptantes. 
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TABELA 1: Radioisótopos emissores gama e de pósitrons mais comumente utilizados em 

Medicina Nuclear, no Brasil (Saha, 2010). 

Radioisótopo 

Energia do fóton* ou  

Energia máxima do pósitron**  

(abundância %) 

Meia-vida Aplicação 

67Ga 93 (40), 184 (24), 300 (22) e  

393 (7) keV * 

78,3 h GC/SPECT 

111In 171 (89) e 245 (94) keV * 67,2 h GC/SPECT 

123I 159 keV* 13,2 h GC/SPECT 

99mTc 140 keV* 6,0 h GC/SPECT 

18F 635 keV** 110 min PET 

68Ga 1900 keV** 68 min          PET 

 

1.2.1 CONSIDERAÇÕES SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE RADIOFÁRMACOS  

 

O desenvolvimento de radiofármacos adequados para diagnóstico em Medicina 

Nuclear está relacionado com a correta seleção de seus dois componentes básicos: o 

componente químico não radioativo e o radioisótopo.  

É importante que o componente químico apresente biodistribuição adequada para 

atingir o objetivo e propriedades químicas favoráveis à ligação ao componente radioativo. 

Quanto ao radioisótopo, é importante que seja um emissor gama ou de pósitron, para 

radiofármacos SPECT e PET, respectivamente, com energia e abundância adequadas para a 

detecção externa. Deve ter pouca ou nenhuma emissão de partículas  ou - e sua meia-vida 

deve ser longa o suficiente para o propósito (Thrall et al., 2003).  

Os radiofármacos ideais não devem sofrer dissociação in vitro ou in vivo, devem ser 

de fácil radiomarcação e de custo razoável (Thrall et al., 2003). Além disso, devem 

apresentar qualidade química, radioquímica, radionuclídica e biológica, satisfatórias. A 

farmacocinética deve ser favorável de forma que a meia-vida biológica não seja muito mais 

longa que o tempo necessário para completar o estudo e as imagens obtidas devem 

apresentar elevada razão alvo-não alvo (Saha, 2010). 

Alguns fatores devem ser considerados para o desenvolvimento de radiofármacos: 
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- Compatibilidade: é necessário conhecer as propriedades químicas do radioisótopo e da 

molécula a ser marcada avaliando se há compatibilidade entre eles; 

- Estequiometria: é importante determinar a quantidade de cada componente a ser utilizada 

na reação de radiomarcação, de forma a obter boa eficiência de marcação; 

- Carga da molécula: é importante conhecer a carga do radiofármaco uma vez que ela pode 

interferir na sua solubilidade; quanto mais polar for a molécula, maior será a sua 

solubilidade em solventes aquosos. Moléculas apolares tendem a apresentar maior 

solubilidade em solventes orgânicos; 

- Tamanho da molécula: o tamanho de um radiofármaco é um determinante importante na 

sua absorção no organismo. Moléculas grandes (MM > 60.000) não são filtradas pelos 

glomérulos no rim; 

- Ligação às proteínas plasmáticas: a ligação às proteínas plasmáticas afeta a biodistribuição, 

a depuração plasmática e a absorção do radiofármaco no órgão de interesse. Portanto, 

deve-se determinar a extensão da ligação de qualquer novo radiofármaco às proteínas antes 

da sua utilização clínica; 

- Solubilidade: quanto maior a lipossolubilidade de um radiofármaco, maior a difusão através 

da membrana celular e, portanto, maior é a sua localização nos órgãos. No entanto, o 

radiofármaco a ser injetado no paciente deve estar em solução aquosa com pH compatível 

ao do sangue; 

- Biodistribuição: é extremamente importante realizar estudos de biodistribuição de um 

novo radiofármaco. Estes estudos permitem prever sua eficácia e utilidade (Saha, 2010). 

 

1.2.1.1  GÁLIO-67 E ÍNDIO-111 
 

Os radiometais gálio-67 (67Ga) e o índio-111 (111In) são radioisótopos produzidos em 

cíclotron e emitem radiação gama por meio do decaimento por captura eletrônica (Thrall et 

al., 2003). 

O 67Ga pode ser produzido por várias reações nucleares tais como 66Zn (d, n) 67Ga e 

68Zn (p, 2n) 67Ga, onde o alvo de zinco natural ou enriquecido é irradiado com dêuterons de 

8 MeV ou prótons de 20 MeV, respectivamente.  Após a irradiação, o alvo é dissolvido em 

ácido clorídrico (HCl) e o 67Ga é extraído em éter isopropílico. A fase orgânica é, então, 

evaporada e o resíduo é retomado em HCl para fornecimento de 67Ga na forma de cloreto 
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(Saha, 2010). O 67Ga possui meia-vida de 78 horas e seus fótons gama principais possuem 

energias de 93 (40%), 184 (24%), 300 (22%) e 393 (7%) keV (Mettler et al., 2006).  

O 111In é, em geral, produzido pela reação 111Cd (p, n) 111In na qual o alvo de cádmio é 

irradiado com prótons de 15 MeV. Após a irradiação, o alvo é dissolvido em HCl e purificado 

em resina de troca iônica para o fornecimento do 111In na forma de cloreto (Saha, 2010). O 

111In possui meia-vida física de 67 horas, e seus fótons gama principais possuem energias de 

171 (89%) e 245 (94%) keV (Mettler et al., 2006). 

O 67Ga e o 111In possuem estado de oxidação +3 e apresentam química de 

coordenação semelhante. No entanto, existem algumas pequenas diferenças de 

eletronegatividade e raio iônico. Estes dois metais possuem, também, química semelhante à 

do ferro e, essa similaridade é importante no desenvolvimento de radiofármacos já que o 

ferro é um elemento essencial no corpo humano. Várias proteínas de ligação ao ferro, como 

a transferrina, que existem para transportar o ferro in vivo, transportam também os 

radiometais. Como resultado, átomos de ferro sempre competem com esses radiometais 

pela ligação específica às proteínas transportadoras (Vallabhajosula, 2009).  

A solubilidade do 67Ga e do 111In é bastante limitada em pH fisiológico, portanto, 

atividades específicas altas são necessárias para mantê-los solúveis em meio aquoso. Uma 

prática comum é mantê-los em soluções contendo agentes quelantes, como citrato, acetato 

ou tartarato, para prevenir a precipitação em pH neutro (Saha, 2010).  

A química de coordenação dos radiometais determina a geometria e estabilidade do 

complexo radiometal - quelante, que é a molécula que contém átomos doadores de elétrons 

como N, O e S, capazes de fazer ligações covalentes coordenadas com os radiometais. Tanto 

o 67Ga quanto o 111In são classificados como ácidos fortes e, portanto, reagem 

preferencialmente com bases fortes. Ambos formam complexos com coordenação 4, 5 e 6, 

sendo que os de coordenação 6 são os mais estáveis (Vallabhajosula, 2009).  

 

1.3 TERAPIA ONCOLÓGICA 

 

Nos últimos anos significativo progresso foi observado na Oncologia e no 

desenvolvimento de novas formas de terapia oncológica. No entanto, devido à crescente 

incidência do câncer, o manejo clínico dessa doença continua sendo um desafio no século 21 
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(Baskar et al., 2012).  

As modalidades de terapia oncológica incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia, 

imunoterapia e hormonioterapia (Baskar et al., 2012). A escolha do tratamento ideal 

depende, principalmente, do tipo e estágio de desenvolvimento do tumor e do estado de 

saúde do paciente (Rang et al., 2012). 

A cirurgia possui caráter curativo ou paliativo. O tratamento curativo é praticado nos 

casos iniciais da maioria dos tumores sólidos e promove a remoção do tumor primário com 

margem de segurança e, se necessário, a remoção da cadeia linfonodal próxima ao órgão de 

localização do tumor primário. O tratamento cirúrgico paliativo tem como objetivo reduzir o 

tamanho do tumor ou controlar sintomas que põem em risco a vida do paciente ou 

comprometem a sua qualidade de vida. Entre os tratamentos de caráter paliativo incluem a 

descompressão de estruturas vitais, o controle de hemorragias, a desobstrução de vias 

aéreas, digestivas e urinárias e o controle da dor (INCA, 2012). A extensão de uma ressecção 

é limitada pelos riscos de morbidade e mortalidade do paciente (Colli et al., 2001). 

A radioterapia utiliza radiação ionizante para destruir as células tumorais. Esse tipo 

de radiação, ao interagir com os tecidos, é capaz de ionizar átomos e moléculas promovendo 

uma série de danos biológicos que culminam em morte celular. Aproximadamente 50% de 

todos os pacientes com câncer são submetidos à radioterapia (Begg et al., 2011), que 

contribui para 40% do tratamento curativo do câncer (Barnett et al., 2009). O progresso no 

campo da radioterapia é impulsionado, principalmente, pelos avanços das técnicas de 

imagem, pelos sistemas computadorizados de planejamento do tratamento, pelo 

desenvolvimento tecnológico dos equipamentos utilizados para este propósito e, também, 

pela melhor compreensão dos efeitos biológicos das radiações ionizantes (Bernier et al., 

2004). Assim como o tratamento cirúrgico, a radioterapia pode ser prescrita com a intenção 

de cura ou paliação e, frequentemente, é utilizada em combinação com as outras 

modalidades de tratamento. Quando utilizada previamente à cirurgia a radioterapia tem 

como objetivo reduzir o tumor e, quando utilizada após a cirurgia, tem como objetivo 

destruir as células tumorais microscópicas que não foram removidas (Baskar et al., 2012).  

A radioterapia pode ser realizada aplicando a radiação externamente ao corpo do 

paciente, por meio da técnica de teleterapia, ou inserindo a fonte radioativa selada no 

interior do organismo, por meio da técnica de braquiterapia. Na teleterapia, a fonte de 

radiação fica a cerca de 1 metro de distância do paciente, pela qual são emitidos raios gama 
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(Cobalto-60 ou Césio-137) ou raios X de megavoltagem. Para tratamento de lesões 

superficiais é comum utilizar, também, elétrons provenientes de aceleradores lineares. Na 

braquiterapia fontes de emissores  ou  encapsuladas são inseridas a poucos centímetros 

da massa tumoral (SBRT, 2006). 

As radiações ionizantes também são empregadas para a terapia de câncer por meio 

do uso de radiofármacos emissores de partículas. Estes são administrados por via 

endovenosa ou aplicados em terapia local, dependendo do propósito. Assim como a 

radioterapia, a terapia com radiofármacos tem função curativa ou paliativa. Alguns exemplos 

de radiofármacos disponíveis no Brasil para terapia oncológica são: iodeto de sódio (iodo-

131), para tumores tireoidianos; octreotato marcado com lutécio-177, para tumores 

neuroendócrinos; metaiodobenzilguanidina marcada com iodo-131, para neuroblastoma; 

ácido etileno-amino-tetrametileno fosfônico (EDTMP) marcado com samário-153, para 

tratamento paliativo de metástases ósseas e o lipiodol marcado com iodo-131, para 

hepatocarcinoma (IPEN, 2012). 

O tratamento com radiação ionizante promove alguns efeitos tóxicos que variam 

principalmente de acordo com a localização do tumor, a energia utilizada, o volume do 

tecido irradiado, a dose total de irradiação e o estado geral de saúde do paciente. As reações 

comuns e que independem do local de aplicação são a fadiga, reações de pele e a 

inapetência (Hendry et al., 2006). 

A quimioterapia antineoplásica consiste no uso de substâncias químicas para o 

tratamento de diversos tipos de cânceres (ACS, 2012). A aplicação dos agentes 

quimioterápicos pode ser regional, onde o agente é aplicado diretamente em uma artéria ou 

cavidade, atingindo altas concentrações regionais; local, onde a droga é injetada 

diretamente no local do tumor e, sistêmica que é o método mais utilizado e tem como 

objetivo tratar o organismo como um todo (McKnight, 2003). 

A quimioterapia pode ser realizada com intenção curativa ou paliativa e, também, 

pode ser utilizada como adjuvante ou neoadjuvante às outras formas de terapia (INCA, 

2012). A classificação dos quimioterápicos antineoplásicos é feita, em geral, baseada na 

estrutura química e função da droga ou de acordo com a sua atuação no ciclo celular. Em 

relação à estrutura química e função, eles podem ser:  

- Alquilantes: possuem grupos alquil capazes de formar ligações covalentes com 

componentes celulares importantes como o DNA, RNA e proteínas (ex: nitrosouréias e 
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derivados de platina);  

- Antimetabólitos: análogos estruturais dos metabólitos que ocorrem naturalmente 

envolvidos na síntese de DNA e RNA. Exercem sua atividade citotóxica por competição com 

os metabólitos naturais e, promovem a fragmentação do DNA e RNA ou inibem a sua síntese 

(ex: análogos do folato, análogos de purina, análogos de adenosina, análogos de pirimidina e 

derivados da uréia); 

- Derivados de produtos naturais: fármacos que tiveram como protótipo produtos de origem 

natural, como componentes de plantas, fungos ou bactérias. Em geral inibem a mitose e a 

síntese de DNA (ex: antibióticos antitumorais, antraciclinas, alcalóides da vinca, taxanos, 

derivados de epidófilo-toxina e da camptotecina) (Page et al., 2008). 

Em relação à atuação no ciclo celular, os agentes quimioterápicos podem ser: ciclo-

específicos, eficazes em tumores de crescimento rápido, uma vez que atuam em células que 

estão no ciclo de divisão celular (neste caso podem ser também específicos ou não para cada 

fase do ciclo celular); ou ciclo inespecíficos, que possuem eficácia independe da célula estar 

em divisão ou em repouso (INCA, 2012).  

Os agentes quimioterápicos atuam, em geral, indiscriminadamente em células 

cancerosas e em células normais de proliferação rápida, como naquelas presentes em 

mucosas e no sistema hematopoiético. Por este motivo, a quimioterapia tende a produzir, 

em maior ou menor grau, os seguintes efeitos tóxicos gerais: supressão da medula óssea, 

cicatrização ineficiente, alopecia, lesão do epitélio gastrointestinal, redução do crescimento 

em crianças, esterilidade e teratogenicidade (Workman et al., 2002). 

A imunoterapia, conhecida também como terapia biológica ou bioterapia, é um tipo 

de tratamento que consiste em estimular o sistema imunológico do paciente a combater 

doenças como o câncer (ACS, 2012). Este tratamento pode ser realizado de duas maneiras 

distintas: ativa, por meio da utilização de substâncias que estimulam a função imunológica 

(ex: BCG, interleucina-2, levamisole, isoprinosina) ou por meio da utilização de vacinas 

obtidas de culturas de células tumorais do próprio paciente ou de paciente com neoplasia 

semelhante; e passiva por meio da administração de anticorpos antitumorais (INCA, 2012). 

Os crescentes estudos na área e a identificação de novos antígenos tumorais têm gerado 

bastante interesse no que se refere à imunoterapia. No entanto apesar de ter sido, 

inicialmente, defendida como uma terapia mais específica para câncer quando comparada 

às terapias convencionais, torna-se cada vez mais claro que muitas imunoterapias podem 
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produzir reações imunológicas em tecidos normais. A imunotoxicidade resultante pode 

variar de condições relativamente pequenas, tais como a despigmentação da pele, a 

toxicidades graves em órgãos essenciais como o fígado, pulmão e intestino (Amos et al., 

2011).  

A hormonioterapia é utilizada isolada ou em combinação com as outras formas de 

terapia, em pacientes que possuem neoplasia hormoniossensível, como alguns tipos de 

cânceres de mama, próstata e endométrio. Este tipo de terapia, que tem finalidade curativa 

ou paliativa, consiste na administração de fármacos que irão reduzir a produção natural de 

hormônio estimulante do crescimento tumoral ou que irão competir pelo sítio de ligação 

hormonal. Alguns exemplos de hormonioterapia medicamentosa são: estrogênio e similares 

sintéticos, para câncer de próstata avançado; antiestrogênio, para carcinoma de mama; 

progestágenos e similares sintéticos, para adenocarcinoma de endométrio e 

antiandrogênios, para câncer de próstata. Além da hormonioterapia medicamentosa, a 

supressão hormonal também pode ser obtida por excisão cirúrgica da glândula produtora do 

hormônio. Devido à atuação sistêmica, a hormonioterapia pode promover diversos efeitos 

colaterais indesejáveis (INCA, 2012). 

 

1.4 TIPOS DE MORTE CELULAR 

 

A morte celular desempenha papel importante na manutenção da homeostase do 

organismo e pode ser classificada de acordo com seus aspectos morfológicos e funcionais 

(Gourlay et al., 2006). Os principais tipos de morte celular são: necrose, apoptose, autofagia 

e catástrofe mitótica (de Bruin et al., 2008). No entanto, existem também outros tipos de 

morte específicos para alguns tipos celulares e menos típicos como a cornificação, 

paraptose, piroptose, pironecrose e entose (Kroemer et al., 2009).  

A necrose é um tipo de morte caracterizada, morfologicamente, pela perda da 

integridade da membrana celular, com consequente extravasamento de componentes 

intracelulares, e geração de resposta inflamatória (de Bruin et al., 2008). Dados recentes 

demonstraram o controle programado da execução desse tipo de morte que passou, então, 

a ser denominada necroptose (Ocker et al., 2012). A necroptose é, geralmente, induzida por 

estímulos externos, por meio da ativação de receptores de morte, em condições nas quais a 



Revisão bibliográfica 
 

34 

 

execução da morte apoptótica é impedida como, por exemplo, na presença de inibidores de 

caspases. Embora ocorra em condições reguladas, a necroptose apresenta as mesmas 

características morfológicas da morte necrótica não programada (Miao et al., 2009). 

A apoptose é considerada um tipo clássico de morte celular programada. Ela possui 

características morfológicas específicas como: retração e redução de volume citoplasmático, 

condensação da cromatina, fragmentação do DNA, formação de blebs (pequenas projeções 

em forma de bolhas) na membrana plasmática e formação de corpos apoptóticos.  Os corpos 

apoptóticos, gerados durante a apoptose in vivo, são fagocitados por macrófagos a partir de 

um sinal exposto na superfície da membrana: a fosfatidilserina, que é externalizada durante 

esse processo de morte. A cascata apoptótica pode ser iniciada por meio de duas vias 

principais que envolvem a liberação de citocromo c da mitocôndria (via mitocondrial), ou a 

ativação de receptores de morte, em resposta a um ligante (via receptor de morte) (Elmore, 

2007).  

Na apoptose por via mitocondrial, sinais de estresse intracelulares, tais como retirada 

de fator de crescimento, danos no DNA e estresse oxidativo promovem a ativação de 

proteínas pró-apoptóticas, como Bax, e inibição de proteínas anti-apoptóticas, como Bcl-2, o 

que  leva à permeabilização da membrana mitocondrial e consequente liberação de 

citocromo c. Após liberação no citoplasma, o citocromo c se liga ao fator de ativação da 

apoptose (Apaf-1) e a pró-caspase 9 formando o complexo apoptossoma. Este ativa a 

caspase 9 que, então,  ativa caspase 3 (Certo et al., 2006). As caspases são cisteinil 

proteinases que, em resposta a estímulos pró-apoptóticos, hidrolisam os substratos após um 

resíduo de aspartato e levam a célula à morte. Alguns dos substratos das caspases são: 

proteínas regulatórias do citoesqueleto, moléculas que mantém estoques de ATP (PARP – 

Polimerase poli ADP-ribose), fator de fragmentação de DNA (DFF) e lâminas nucleares 

(Strasser et al., 2000).   

Na apoptose por via receptor de morte, os sinais de dano celular são recebidos por 

receptores transmembrana, como o receptor Fas (FasR) e o receptor de fator de necrose 

tumoral (TNFR1). Quando os ligantes extracelulares, tais como os ligantes FasL e TNF se 

ligam aos seus respectivos receptores, proteínas adaptadoras são recrutadas ativando a pró-

caspase 8. Esta pró-caspase é, então, clivada originando a caspase 8, que ativa a caspase 3 

que, por sua vez, inicia o processo de morte celular (Fleischer et al., 2006). 
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A indução da apoptose é uma boa estratégia para o combate de células cancerosas 

(Hsu et al., 2004). No entanto, alguns tipos de cânceres possuem mutações que promovem a 

resistência à apoptose, como a mutação no gene supressor tumoral P53, que codifica a 

proteína p53. Uma vez que a proteína p53 pode promover apoptose por meio da ativação da 

transcrição de proteínas pró-apoptóticas, a presença da p53 não funcional pode estar 

diretamente relacionada à falha na indução da apoptose, após o estresse celular (Vousden et 

al., 2007). Além disso, alterações nas vias de receptores de morte podem, também, 

desempenhar papel importante na resistência à apoptose. Um exemplo é o fato da 

expressão do receptor Fas ser elevada em mucosa de cólon normal, mas reduzida ou mesmo 

perdida em carcinomas de cólon (Moller et al., 1994). A resistência à apoptose influencia 

diretamente na resposta das células tumorais à terapia, porém, ela é mais comumente 

observada em tumores de origem hematopoiética que em tumores sólidos (Brown et al., 

2005). A radioterapia e o tratamento com quimioterápicos convencionais, como 

doxorrubicina, derivados da platina e 5-fluorouracil, demonstraram induzir a apoptose em 

tumores sólidos (Dewey et al., 1995; Wang et al., 2004; Chater et al., 2007; Garcia et al., 

2011). 

A autofagia é definida como um processo no qual proteínas e organelas celulares são 

degradadas por proteinases lisossomais, no interior de vesículas fundidas aos lisossomos 

denominadas autofagolisossomos. A formação dos autofagolisossomos é uma das principais 

características da autofagia (de Bruin et al., 2008). A autofagia foi originalmente descrita 

como uma resposta fisiológica celular à privação de nutrientes, sendo assim, é importante 

considerar que ela pode iniciar como uma resposta adaptativa com o intuito de aumentar a 

sobrevivência; no entanto, após certo limiar, ela resulta em morte celular (Klionsky et al., 

2000). Alguns trabalhos demonstram que, assim como a apoptose, a autofagia também é 

induzida em células tumorais sob estresse gerado pela radiação ionizante e por agentes 

quimioterápicos (Ito et al., 2005; Ravikumar et al., 2006). 

Bioquimicamente, a autofagia é executada sem a ativação de caspases. A formação 

dos vacúolos autofágicos envolve vários membros da família de genes relacionados à 

autofagia (ATG), a proteína Beclina-1 e fosfatidilinisitol 3- cinase classe III (PI3K III). Estes 

recrutam a proteína LC3 que, por sua vez, atua na formação do autofagossomo. O 

autofagossomo, finalmente, funde-se ao lisossomo formando o autofagolisossomo onde o 



Revisão bibliográfica 
 

36 

 

ambiente ácido e as enzimas lisossomais promovem a digestão dos componentes celulares 

(He et al., 2009).  

A autofagia pode ser regulada, positiva- ou negativamente, por vias de sinalização 

específicas. A proteína Bcl-2 e PI3K/Akt/mTOR atuam inibindo a autofagia, já a proteína p53 

atua estimulando esse tipo de morte (Feng et al., 2005; Pattingre et al., 2005; Maiuri et al., 

2007).  

Tanto a apoptose quanto a autofagia possuem características distintas, porém, 

alguns trabalhos recentes demonstram que esses dois processos estão intimamente ligados 

por componentes comuns de suas vias de sinalização e, em alguns casos, podem ser 

regulados simultaneamente. A interação apoptose-autofagia pode se manifestar de várias 

maneiras, dependendo do contexto celular e estímulo. A autofagia pode preceder a 

apoptose, pode antagonizar ou retardar a apoptose promovendo sobrevivência celular, ou 

os dois processos podem ocorrer mutuamente promovendo a morte (FIG. 3) (Gozuacik et al., 

2004). 

Alguns autores sugerem que as mitocôndrias estão envolvidas na integração da 

morte celular por apoptose e autofagia. De acordo com o modelo proposto por Lemasters e 

colaboradores (1998), a autofagia pode bloquear a apoptose, prevenindo a liberação de 

fatores pró-apoptóticos mitocondriais para o citoplasma, por meio da eliminação das 

mitocôndrias danificadas. O sinal transmitido a partir de mitocôndrias danificadas para 

estimular a autofagia pode envolver mTOR, já que fração desta proteína foi encontrada 

recentemente associada à membrana mitocondrial externa (Desai et al., 2002). Além disso, a 

autofagia induzida por dano mitocondrial pode ocorrer especialmente sob condições em que 

a apoptose via mitocondrial não é dominante ou é bloqueada por inibidores de caspases. 

Exemplos disso são dados experimentais demonstrando que quando neurônios são expostos 

a concentrações altas de inibidores de apoptossomos, as células morrem por autofagia e, 

quando essas concentrações são baixas, as células morrem por apoptose (Piacentini et al., 

2003). 
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FIGURA 3: Conexão entre apoptose e autofagia. (A) autofagia precede a ocorrência de apoptose, (B) 
autofagia pode antagonizar ou retardar a apoptose e (C) autofagia e apoptose podem ocorrer 
independentemente uma da outra. A inibição da apoptose pode promover a autofagia e vice-versa 
(Gozuacik et al., 2004). 

 

A catástrofe mitótica é definida como um tipo de morte celular causada por mitose 

defeituosa, capaz de gerar aberrações cromossômicas, divisões assimétricas, fragmentação 

nuclear, formação de micronúcleos, aneuploidia e/ou poliploidia (Castedo et al., 2004).  

Em células de mamíferos, a catástrofe mitótica está associada, principalmente, com 

deficiências nos pontos de checagem do ciclo celular (Roninson et al., 2001). Uma vez que o 

ponto de checagem G2 / M é responsável pelo bloqueio da mitose na presença de danos no 

DNA, a expressão alterada de proteínas envolvidas neste ponto de checagem está, 

provavelmente, associada à catástrofe mitótica. Elevados níveis de expressão de proteínas 

que promovem a entrada da mitose, tais como Cdk1 e ciclina B, bem como a inibição de 

proteínas que previnem a mitose prematura, como ATR, ATM, Chk1, Chk2, podem induzir a 

catástrofe mitótica (Jin et al., 1998; Brown et al., 2000; Takai et al., 2000; Niida et al., 2005). 

Por outro lado, as proteínas p53 e p21, por atuarem como reguladores negativos do ciclo 

celular podem desempenhar papel importante na prevenção da catástrofe mitótica após a 

detecção de dano no DNA (Bunz et al., 1998).  Deficiências no ponto de checagem do fuso 

também têm sido relacionadas à catástrofe mitótica (Bharadwaj et al., 2004). 

Alguns estudos demonstraram que a catástrofe mitótica pode ser seguida pela morte 

por apoptose. Por este motivo, ainda está em discussão se catástrofe mitótica deve ser 
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considerada um processo de morte específica ou apenas um fator indutor da apoptose 

(Roninson et al., 2001; Castedo et al., 2004). 

A FIG. 4 apresenta um desenho esquemático contendo as principais características 

morfológicas dos diferentes tipos de morte celular descritos. 

 

 

FIGURA 4: Características morfológicas específicas dos diferentes tipos de morte celular. Na necrose 
as células incham e perdem a integridade da membrana. Na apoptose é possível observar retração e 
redução de volume citoplasmático, condensação da cromatina, fragmentação do DNA, formação de 
blebs na membrana plasmática, exposição de fosfatidilserina (FS) sobre a superfície das células e a 
formação de corpos apoptóticos. A morte por autofagia é caracterizada pela formação dos 
autofagolisossomos que está associada à proteína LC3. As células que morrem de catástrofe mitótica 
são geralmente grandes e contêm cromossomos não condensados. A principal característica da 
catástrofe mitótica é a formação de múltiplos micronúcleos (de Bruin et al., 2008). 

 

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO E MORTE CELULAR 

 

O estresse oxidativo é uma condição bioquímica caracterizada pelo desequilíbrio 

entre os níveis relativamente elevados de espécies reativas e os mecanismos de defesa 

antioxidante. As espécies reativas são moléculas orgânicas ou inorgânicas que possuem um 

número ímpar de elétrons e são produzidas, in vivo, por meio de reações de oxidação-

redução (Ozben, 2007). 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são geradas como subprodutos do 

metabolismo celular, principalmente na mitocôndria. Quando a produção celular de ROS 

supera sua capacidade antioxidante, danos a moléculas celulares, como lipídios, proteínas e 
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DNA, podem surgir. Esse estado de estresse oxidativo pode contribuir para a patogênese de 

várias doenças humanas, incluindo o câncer (Thannickal et al., 2000).  

ROS incluem os radicais livres, tais como o radical hidroxil (OH•) e o ânion superóxido 

(O2
•-), e os não radicais como o peróxido de hidrogênio (H2O2). O O2

•- é o radical livre 

primário, formado nas células a partir da redução do oxigênio molecular. Sob ação da 

enzima superóxido dismutase (SOD), esse radical é convertido em H2O2 que, na presença de 

ferro ou cobre, dá origem ao radical altamente tóxico OH•, por meio da reação de 

Fenton/Haber-Weiss (Finaud et al., 2006). A geração de ROS pode ser intensificada em 

situações de estresse geradas por agentes químicos, radiação, alta intensidade de luz, 

temperaturas extremas, toxinas, poluentes e metais (Scandalios, 2005). 

A exposição às ROS provoca danos celulares muitas vezes irreparáveis. Esses danos 

ocorrem, em geral, em lipídios, proteínas e ácidos nucléicos promovendo significativas 

alterações na fisiologia celular (Avery, 2011).  

Com relação aos danos em lipídios, os mais comuns são aqueles que ocorrem quando 

as ROS reagem com um ácido graxo da membrana plasmática promovendo a sua 

peroxidação. Os efeitos da peroxidação são a redução da fluidez da membrana, redução da 

permeabilidade seletiva, dano às proteínas de membrana e inativação de enzimas e canais 

iônicos (Halliwell et al., 2007). O produto final do processo de peroxidação lipídica é a 

formação de malondialdeído (MDA) e 4 hidroxi-2-noneal (HNE) que podem, ainda, reagir 

com o DNA celular promovendo genotoxicidade (Valko et al., 2006).  

As proteínas também podem ser oxidadas pelas ROS promovendo danos nos resíduos 

de aminoácidos, alterações na estrutura terciária, fragmentação e degradação. Como 

consequências são observadas perda de atividade enzimática, alterações de funções 

celulares importantes como produção de ATP, interferência na criação de potencial de 

membrana, entre outras (Kohen et al., 2002).  

As ROS também podem interagir com a molécula de DNA causando danos ou perdas 

das bases nitrogenadas, quebras simples ou duplas da fita de DNA, danos estruturais na 

desoxirribose, ligações cruzadas entre DNA e proteínas, além de danos no sistema de reparo 

celular (Kohen et al., 2002). Dependendo da extensão do dano causado, as lesões no DNA 

celular não podem ser reparadas resultando na indução de mutações e podendo, até 

mesmo, levar as células à morte (Halliwell et al., 2007).  
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O estresse oxidativo tem sido relacionado à ativação de fatores de transcrição e 

desencadeamento de apoptose (Mates et al., 2000). Estudos recentes demonstraram que o 

aumento da peroxidação lipídica, induzida por ROS, pode promover a liberação de citocromo 

c da mitocôndria e a externalização de FS, que são eventos críticos na indução da apoptose 

(Chiou et al., 2003; Fruehauf et al., 2007). 

Alguns estudos também sugerem que as ROS podem induzir a autofagia e apontam 

esse tipo de morte como uma das primeiras linhas de defesa contra os danos do estresse 

oxidativo. Através dela é possível garantir a seletiva autodigestão lisossomal de 

componentes intracelulares e consequente manutenção da homeostase celular (Li et al., 

2012). 

A compreensão destes processos tem promovido o desenvolvimento de novos 

quimioterápicos capazes de alterar a homeostase redox em benefício terapêutico. Estes 

quimioterápicos, ao promoverem a geração de ROS, induzem o estresse oxidativo 

resultando na morte programada das células tumorais (Engel et al., 2006). Portanto, a 

modulação redox permite eliminar seletivamente as células cancerosas sem, no entanto, 

causar toxicidade significativa para células normais (Trachootham et al., 2009). 

 

1.6 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE A PESQUISA DE NOVOS FÁRMACOS  

 

O processo de desenvolvimento de novos fármacos envolve uma série de etapas 

como: pesquisa básica para obtenção e otimização do protótipo; ensaios pré-clínicos com 

avaliação farmacológica, estudos farmacocinéticos e avaliação toxicológica; ensaios clínicos 

pré-comercialização – fase I, II e III; desenvolvimento do processo de produção e controle de 

qualidade; aquisição de autorização para comercialização do novo medicamento e ensaios 

clínicos pós-registro (Hefti, 2008; Orloff et al., 2009).  

O planejamento estrutural do protótipo, baseado no mecanismo envolvido no 

processo fisiopatológico, representa importante estratégia para inovação no 

desenvolvimento de fármacos. Este processo inicia-se pela escolha correta do alvo 

terapêutico relacionado à patologia que se pretende tratar e posterior desenvolvimento de 

moléculas com níveis elevados de seletividade pelos alvos terapêuticos eleitos. Essas 

moléculas devem ser capazes de promover resposta biológica satisfatória, com a menor 
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toxicidade possível para órgãos e tecidos que não são objeto do tratamento (Barreiro et al., 

2005).  

Nos estudos pré-clínicos, os testes de eficácia e toxicológicos são realizados por meio 

de experimentos in vitro e em animais e, na fase clínica, em seres humanos. Estima-se que o 

período médio de desenvolvimento de uma nova droga varia entre 10 e 12 anos, nos quais 

cerca de 10 mil moléculas são testadas para que apenas 1 se torne um fármaco 

comercializável (INCA, 2012). 

Em geral, as principais causas de reprovação dos fármacos durante os estudos 

clínicos são a baixa eficácia dos compostos em teste, limitações farmacocinéticas, 

biodisponibilidade reduzida e toxicidade elevada. Sendo assim, algumas estratégias podem 

ser utilizadas para aumentar as chances de sucesso do candidato a novo fármaco, como a 

obtenção de dados confiáveis a respeito do mecanismo de ação nos estágios iniciais da 

pesquisa; estabelecimento de ensaios de modulação de alvos moleculares definidos; análise 

criteriosa da toxicidade dos compostos em desenvolvimento, por meio do uso de protocolos 

recomendados pelas instituições de referência e uso de modelos animais adequados para 

avaliar a eficácia nos ensaios pré-clínicos (Kola et al., 2004).   

 

1.7 TIOSSEMICARBAZONAS 

 

Durante muito tempo, a pesquisa de novos fármacos concentrou-se principalmente 

no estudo de compostos orgânicos e produtos naturais. A avaliação do perfil farmacológico 

de produtos sintéticos só teve início em 1965, após a descoberta da atividade antitumoral da 

cisplatina (cis(diaminodicloro)platina) pelo físico Barnett Rosemberg (Rosenberg et al., 

1965). Desde então, novas moléculas sintéticas vêm sendo amplamente estudadas. 

As tiossemicarbazonas (TSC) constituem uma importante classe de compostos 

sintéticos bastante atrativos do ponto de vista científico, uma vez que apresentam diversas 

atividades biológicas tais como antiviral (Teitz et al., 1994), antibacteriana (Kasuga et al., 

2003), antiprotozoária (Bharti et al., 2002) e antitumoral (Feun et al., 2002; Mendes et al., 

2009).  

As TSC apresentam a estrutura básica C=N-NH-CS-NH2, aproximadamente planar, 

contendo átomo de enxofre na posição anti em relação ao átomo de hidrogênio da função 
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imina (FIG. 5). Este arranjo é favorecido por fatores eletrônicos e estéricos, porém, ele pode 

variar significativamente dependendo dos grupos substituintes inseridos na posição N-4. 

Estes compostos possuem baixo custo de síntese e são, geralmente, produzidos a partir da 

reação de condensação quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeídos ou cetonas. As 

TSC não necessitam de armazenamento especial, não são sensíveis à luz e não exigem alto 

grau de cuidado durante a manipulação. Elas se apresentam como sistemas com extrema 

deslocalização eletrônica e possuem excelentes propriedades para formarem complexos 

metálicos, comportando-se como agentes quelantes (Tenório et al., 2005). 

 

 

FIGURA 5: Estrutura química genérica das tiossemicarbazonas (Tenório et al., 2005). 

 

As diversas atividades biológicas das TSC foram relacionadas, principalmente, à 

capacidade destes compostos atuarem como quelantes de metais endógenos, inibindo a 

ação fisiológica de algumas metaloenzimas celulares (French et al., 1966). Diversos autores 

já demonstraram que a inibição da enzima ribonucleotídeo redutase (RR) é um dos principais 

mecanismos envolvidos na ação antitumoral das TSC.  

A RR possui a função de catalisar a síntese dos desoxirribonucleotídeos necessários 

para a síntese e reparo de DNA e, é formada por duas subunidades denominadas R1 e R2 (Yu 

et al., 2009). A subunidade R2 contém um radical tirosila e um centro de ferro não-heme que 

são essenciais para a atividade catalítica da enzima (Finch et al., 1999). A atividade inibitória 

das TSC sobre a RR ocorre graças ao complexo formado entre elas e o átomo de ferro 

presente nesse sítio catalítico, o que resulta no bloqueio da biossíntese do DNA (Tenório et 

al., 2005). 

Além de serem excelentes quelantes de ferro, as TSC também são capazes de quelar 

outros metais, como cobre e zinco. Essa habilidade de quelar metais é uma estratégia 

bastante atrativa para o desenvolvimento de drogas antitumorais, pois as células 
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neoplásicas, em geral, possuem alto requerimento desses metais, que são essenciais para 

seu crescimento e proliferação. Além disso, devido à maior necessidade de suprimento de 

ferro, as células tumorais possuem maior expressão de receptores de transferrina o que as 

torna mais susceptíveis e sensíveis às TSC, quando comparadas às células normais (Yu et al., 

2009). 

A tiossemicarbazona com atividade antitumoral mais extensivamente estudada é a 

Triapina (3-AP; 3-aminopiridina 2-carboxaldeído tiossemicarbazona) (FIG. 6). Estudos pré-

clínicos realizados com essa TSC demonstraram que ela possui atividade antitumoral em 

concentrações até 1000 vezes menores do que aquelas utilizadas no tratamento com a 

hidroxiuréia, um antineoplásico inibidor de RR bastante utilizado na clínica médica (Shao et 

al., 2004; Wadler et al., 2004). Trabalhos recentes também demonstraram que, além de 

remover ferro de enzimas importantes para a fisiologia celular, a 3-AP, ao formar um 

complexo metálico, possui importante atividade redox, propriedade que também tem sido 

relacionada à sua potente atividade antitumoral (Shao et al., 2006). Graças ao sucesso dos 

estudos pré-clínicos com a 3-AP, ela já se encontra em estudos clínicos de fase II (Atieh et al., 

2004).  

Os primeiros testes para avaliação clínica da eficácia terapêutica da 3-AP, utilizada 

isoladamente ou em combinação com gencitabina, não apresentaram resultados 

satisfatórios (Nutting et al., 2009; Traynor et al., 2010). No entanto, em ensaios recentes, a 

combinação de 3-AP com fludarabina ou citarabina, em pacientes com leucemia, se mostrou 

bastante eficaz (Yee et al., 2006; Karp et al., 2008). Outros trabalhos também sugerem que o 

tratamento combinado da triapina com radioterapia ou cisplatina é mais eficaz para 

pacientes com estágio avançado câncer do colo do útero, quando comparado à terapia 

realizada com cada um dos agentes antineoplásicos separadamente (NCI, 2009). 

 

 

FIGURA 6: Estrutura química da Triapina (Yalowich et al., 2012). 
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Várias alterações químicas são freqüentemente propostas por diversos autores a fim 

de intensificar o efeito antitumoral das TSC e, a inserção de halogênios na molécula pode ser 

uma boa estratégia para atingir esse propósito.   

Em geral, a inserção de halogênios em moléculas com propriedades terapêuticas 

promove o aumento da permeabilidade à membrana plasmática e à barreira 

hematoencefálica. Além disso, a halogenação proporciona maior estabilidade à molécula e 

favorece as interações eletrostáticas com proteínas aumentando, assim, a possibilidade de 

maior afinidade de ligação do candidato a fármaco. Estima-se que, aproximadamente, 25% 

dos artigos científicos e patentes relacionados à química medicinal envolve a inserção de 

halogênios durante a síntese final dos compostos. A maioria das drogas halogenadas são 

fluorinadas seguidas daquelas que contém cloreto. Drogas contendo brometo e iodeto são 

menos freqüentes (FIG. 7) (Hernandes et al., 2010).  

 

 

FIGURA 7: Estimativa das drogas halogenadas aprovadas pelo FDA no período entre 1988 a 2006 
(Hernandes et al., 2010).  

 

A síntese de complexos metálicos derivados de TSC também tem sido amplamente 

explorada. Diversos autores já demonstraram que a complexação de TSC com metais 

possibilitou o desenvolvimento de drogas com um efeito citótoxico ainda maior para as 

células tumorais. O efeito antineoplásico da bis(tiossemicarbazona) CuKTS, por exemplo, se 

mostrou essencialmente dependente da presença de cobre (Crim et al., 1967). Além disso, 
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algumas TSC apresentaram maior atividade antitumoral, quando complexadas ao gálio, 

ouro, zinco, níquel e paládio (Hall et al., 2000; Kovala-Demertzi et al., 2006; Ferraz et al., 

2009; Mendes et al., 2009; Lessa et al., 2011; Ramachandran et al., 2012). Complexos de 

tiossemicarbazonas com platina também apresentaram bom índice terapêutico para células 

tumorais resistentes à cisplatina, sendo capazes de induzir apoptose nessas células quando 

utilizados em doses abaixo daquelas tóxicas para células normais (Quiroga et al., 1998; 

Quiroga et al., 1999).  

Os complexos metálicos de TSC também apresentam grande potencial na área da 

Medicina Nuclear. Isto porque, como citado anteriormente, existe uma série de radiometais 

com propriedades físicas adequadas para utilização no diagnóstico por imagem e que podem 

ser complexados às TSC.  

A radiomarcação de TSC tem sido bastante explorada nas últimas décadas, com 

particular interesse na utilização de emissores de pósitrons para PET. O complexo 64Cu-

Azabiciclo[3.2.2]nonano (EPH-64Cu) TSC se mostrou eficiente na detecção de tumores com 

alta expressão de topoisomerase II (Wei et al., 2006), e investigações utilizando a 

piruvaldeído bis(N4-metil tiossemicarbazona) marcada com cobre-64 (PTSM-64Cu) 

demonstraram que ela possui importante captação miocárdica e cerebral.  

Outro exemplo é a diacetil bis(N4-metil tiossemicarbazona) também marcada com 

cobre-64 (ATSM-64Cu) que demonstrou ter significativa seletividade por tecidos hipóxicos. 

Graças aos bons resultados obtidos nos estudos pré-clínicos, a ATSM-64Cu foi aprovada pelo 

Food and Drug Administration (FDA) para estudos piloto de imagem de câncer de colo de 

útero (Dehdashti et al., 2003; Vavere et al., 2007; Arrowsmith et al., 2011). Além dessas 

aplicações, o ligante H2ATSM está sendo bastante explorado como quelante bifuncional, 

graças à facilidade de radiomarcação com 64Cu em condições ambiente e à possibilidade de 

ligação à peptídeos receptores-específicos, como a bombesina (Paterson et al., 2010) e o 

octreotídeo (Cowley et al., 2007). 

 



 

2 

JUSTIFICATIVA 

 

Apesar do grande número de agentes antineoplásicos disponíveis, a resistência de 

alguns tipos de câncer e a toxicidade para as células normais têm sido apontadas como as 

principais causas da falha terapêutica e perda de vidas. Além da ausência de tratamentos 

efetivamente eficazes, a falta de diagnóstico precoce e preciso também é responsável pela 

redução da sobrevida dos pacientes com câncer. Neste contexto, o desenvolvimento de 

substâncias com baixa toxicidade e com potencial terapêutico e/ou diagnóstico, torna-se a 

principal ferramenta na tentativa de aumentar a sobrevida dos pacientes e garantir a 

segurança e eficácia do tratamento.  

As TSC constituem uma classe de compostos sintéticos que apresentam diversas 

atividades biológicas, incluindo a atividade antitumoral. Apesar de vários estudos 

demonstrarem o grande potencial das TSC como agentes terapêuticos e/ou diagnósticos, 

diferentes modificações químicas realizadas em moléculas pertencentes a essa classe 

indicam novas possibilidades para aplicações e ainda necessitam de estudos aprofundados. 

A justificativa deste trabalho consiste na importância da exploração de novos 

compostos derivados de TSC como drogas alternativas para a terapia e diagnóstico do 

câncer. 
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3 

OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 

Avaliar a potencial aplicação de derivados de 2-acetilpiridina N-4 fenil 

tiossemicarbazonas em terapia e diagnóstico oncológico. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar o efeito antitumoral in vitro de derivados de 2-acetilpiridinas N-4 fenil TSC sobre 

células de tumores humanos cerebrais e de mama, e identificar aquelas mais potentes; 

- Identificar o tipo de morte induzido pelas TSC em células de tumores cerebrais e de mama; 

- Avaliar a atividade redox de uma das TSC mais potentes;  

- Avaliar a tolerância, em animais sadios, ao tratamento com uma das TSC mais potentes; 

- Avaliar o efeito antitumoral in vivo de uma das TSC mais potentes, utilizando modelo 

animal de tumor cerebral; 

- Sintetizar sondas radioativas de uma das TSC mais potentes usando gálio-67 e índio-111; 

- Realizar o controle de qualidade radioquímico dos produtos radiomarcados; 

- Avaliar o perfil de biodistribuição e caracterizar a farmacocinética dos produtos 

radiomarcados em camundongos sadios; 

- Estudar a biodistribuição dos produtos radiomarcados em modelo animal de tumor 

cerebral e avaliar a potencial aplicação para diagnóstico de tumores. 

- Avaliar a potencial aplicação da TSC radiomarcada em terapia local de glioblastoma 

multiforme. 
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4 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL  

 

A parte experimental deste trabalho foi dividida em duas etapas distintas: a primeira, 

na qual se avaliou a aplicação das TSC para terapia de câncer e, a segunda, na qual se avaliou 

a aplicação das TSC para diagnóstico oncológico.  

Na primeira etapa, 13 diferentes derivados de 2-acetilpiridina TSC foram testados. A 

principal diferença estrutural dessas TSC é a presença de halogênio (F, Cl e I) ou nitro (NO2) 

no grupo fenila das moléculas. Inicialmente, o objetivo desta etapa foi determinar se essas 

diferenças estruturais promoviam aumento do efeito antitumoral dessa classe de TSC. Para 

isso, a citotoxicidade dos derivados foi avaliada em linhagens de células de tumores de 

mama e cerebral. A citotoxicidade das TSC também foi avaliada em eritrócitos, com o intuito 

de estimar a toxicidade destes compostos para células normais. Posteriormente, foram 

feitos testes específicos para identificar o tipo de morte induzido pelas TSC e, a partir desses 

resultados, a TSC mais potente foi selecionada. A influência da atividade redox no efeito 

antitumoral das TSC também foi avaliada in vitro. Finalmente, a atividade antitumoral da TSC 

mais potente foi avaliada in vivo, em modelo animal de tumor cerebral, utilizando o 

protocolo de análise de tolerância realizado em camundongos sadios. 

O esquema da realização dos experimentos, nessa primeira etapa, está apresentado 

na FIG. 8.  
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FIGURA 8: Esquema do planejamento experimental na primeira etapa do trabalho. 

 

Como o intuito de avaliar a aplicação das TSC para diagnóstico oncológico, na 

segunda etapa deste trabalho foi realizada a radiomarcação da TSC mais potente, utilizando 

gálio-67 e índio-111 como radiotraçadores. O controle de qualidade radioquímico e a análise 

da estabilidade foram realizados, assim como os testes de biodistribuição, imagem e a 

caracterização da farmacocinética in vivo. Posteriormente, estudos cintilográficos foram 

realizados, em modelo animal de tumor cerebral, e a TSC mais adequada para o propósito 
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deste trabalho foi selecionada. Para melhor caracterizar a TSC selecionada, a determinação 

experimental do coeficiente de partição, os estudos de internalização e a determinação do 

comportamento em soro humano in vitro foram realizados. Também foram feitos a análise 

comparativa das imagens obtidas a partir da TSC radiomarcada e do isótopo livre, e os 

estudos cintilográficos em modelo animal de tumor cerebral em tempos tardios (24 e 48 h). 

Por fim, a TSC radiomarcada foi injetada por via intratumoral, para avaliação da sua difusão 

e retenção no sítio tumoral. 

O esquema da realização dos experimentos, nessa segunda etapa do trabalho, está 

apresentado na FIG. 9. 

 

  

FIGURA 9: Esquema do planejamento experimental na segunda etapa do trabalho. 
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4.2 MATERIAIS 

 

4.2.1 REAGENTES 
 

 acetonitrila para CLAE (Merck);  

 ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Merck);  

 ácido clorídrico ultrapuro (Merck);  

 ácido trifluoroacético para CLAE (Sigma – Chemical Co.);    

 água purificada por equipamento de osmose reversa (Purificador Milli-RX 45 Millipore);  

 anexina V – iodeto de propídeo (Sigma – Chemical Co.); 

 azul de tripan (Gibco);  

 brometo de etídio (Sigma – Chemical Co.); 

 cloreto de índio-111 (Nordion);  

 cloreto de gálio-67 (Nordion);  

 DAPI (diidrocloreto de 4, 6- diamidino- 2- fenindole - Sigma – Chemical Co.); 

 DCFH-DA (2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato  - Sigma – Chemical Co.); 

 DMSO (dimetilsulfóxido – Sigma);  

 etanol (Merck);  

 laranja de acridina (Sigma – Chemical Co.); 

 matrigel (BD-Biosciences);  

 meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s - Cultilab); 

 metanol (Sigma – Chemical Co.);    

 MTT (brometo de 3-4,5-dimetill-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-tetrazolium – Gibco); 

 n-octanol (Sigma – Chemical Co.); 

 penicilina:estreptomicina (Cultilab);  

 soro fetal bovino (Cultilab);   

 tripsina (Cultilab); 

 uretana (Sigma – Chemical Co.). 

 

4.2.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS 

 

 agitador/aquecedor Thermomixer comfort 1,5 mL (Eppendorf);  
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 calibrador de atividade (CRMTM-35R – Capintec);  

 câmara de Neubauer; 

 câmera fotográfica (Nikon - Coolpix 4500).   

 coluna de fase reversa C18 para cromatografia líquida de alta eficiência (0,46 x 25 cm – 

Supelco);  

 contador automático tipo poço com cristal NaI(TI) D5002 cobra II (Packard-Canberra);  

 cromatógrafo líquido de alta eficiência (Shimadzu) acoplado ao detector radioativo Shell 

Jr. 1000/2000 (câmara de cintilação – NaI) (Shell-usa);  

 cromatógrafo líquido de alta eficiência (Agilent Technologies 1200); 

 espectrofotômetro (Shimadzu – UV 1601); 

 frascos para cultivo de células (Costar, EUA); 

 gama câmara Nucline TH/22, com colimador paralelo de baixa energia e alta resolução, e 

matriz 512 x 512. Software Mediso Interview XP  v1.05.014 (Mediso Imaging System, 

Hungria); 

 jaleco, luvas, dosímetro e óculos de proteção, blindagem, detector Geiger-Müller; 

 leitor de microplaca UV-visível (Biotek – ELX 808); 

 medidor de pH (Tecnopon, Brasil); 

 material plástico descartável em geral, tais como ponteiras, seringas, tubos tipo 

eppendorf, tubos cônicos tipo Falcon e criotubos; 

 microscópio óptico invertido (Nikon – Eclipse TS100); 

 microscópio de fluorescência invertido (Nikon – Eclipse TS100 – CSHG 385-410nm); 

 pipetas automáticas (Gilson, Brand, Socorex); 

 tubos contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - Vacuette); 

 ultracentrífuga MIKRO 220R (Hettich);  

 vidraria em geral, tais como béqueres, erlemeyers, balões volumétricos, provetas e 

pipetas. 

 

4.2.3 TAMPÕES E SOLUÇÕES 

 

 ácido trifluoroacético (TFA) 0,1 % (v/v) em acetonitrila (CH3CN); 

 ácido trifluoroacético 0,1 % (v/v) em água (H2O); 
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 ácido tricloroacético (TCA) 10% (v/v) em H2O; 

 solução fosfato-salina (PBS) pH 7,4; 

 solução de NaCl 0,9 % (p/v) em água; 

 solução de NaOH 1 M em H2O; 

 PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 9,1 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4). 

 tampão glicina 50 mM, NaCl 0,1 M, pH 2,8; 

 tampão de lise (PBS 50 mM, pH 7,0 contendo EDTA 1 mM e PMSF 1 mM). 

 

4.3 CULTIVO CELULAR 

 

As linhagens de células tumorais de glioblastoma (U-87MG e T98-G) e de mama 

(MCF-7) foram obtidas da ATCC (American Type Cell Collection) e cultivadas em uma 

atmosfera úmida/5% CO2 a 37o C, em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal 

bovino e 1% de penicilina/estreptomicina. Ao atingirem a fase logarítmica, as células foram 

tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada por meio do teste de exclusão do azul de 

tripan. Este teste consiste em incubar as células por 1 minuto (min) com o azul de tripan e 

quantificá-las com o auxílio de uma câmara de Neubauer. Células vivas que apresentam 

membrana íntegra (membrana impermeável) permanecem incolores e células mortas ou 

com a permeabilidade de membrana aumentada são visualizadas em azul. As células viáveis 

(incolores) foram utilizadas nos experimentos (faixa de passagem das células: 5 - 20). 

A tabela abaixo (TAB. 2) apresenta as características das células tumorais utilizadas 

nos experimentos: 

 

TABELA 2: Linhagens de células tumorais utilizadas nos experimentos 

Linhagem celular 
Características 

Doença Origem Órgão Status P53 

U-87MG Glioblastoma Humana Cérebro   Selvagem 

T98-G Glioblastoma Humana Cérebro                 Mutante 

MCF-7 Adenocarcinoma Humana Mama Selvagem 
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4.4 TIOSSEMICARBAZONAS 

 

As TSC testadas foram sintetizadas e quimicamente caracterizadas pela doutoranda 

Josane A. Lessa (membro do grupo de pesquisa da colaboradora professora Dra. Heloísa 

Beraldo, do Laboratório de Química da Universidade Federal de Minas Gerais). As TSC estão 

listadas na TAB. 3 e quimicamente representadas na FIG. 10. 

 

TABELA 3: Tiossemicarbazonas utilizadas nos experimentos. 

 

Tiossemicarbazona 

Características 

Fórmula molecular Massa molar (g.mol-1) 

           H2Ac4Ph C14H14N4S 270,35 

H2Ac4oClPh C14H13ClN4S 304,79 

H2Ac4mClPh C14H13ClN4S 304,79 

H2Ac4pClFPh C14H13ClN4S 304,79 

H2Ac4oFPh C14H13FN4S 288,34 

H2Ac4mFPh C14H13FN4S 288,34 

H2Ac4pFPh C14H13FN4S 288,34 

H2Ac4oIPh C14H13IN4S 396,25 

H2Ac4mIPh C14H13IN4S 396,25 

H2Ac4pIPh C14H13IN4S 396,25 

H2Ac4oNO2Ph C14H14NO2N4S 316,50 

H2Ac4mNO2Ph C14H13 NO2N4S 316,50 

H2Ac4pNO2FPh C14H13 NO2N4S 316,50 
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FIGURA 10: Estrutura química das tiossemicarbazonas utilizadas nos experimentos. 

 

Para atestar a pureza química das tiossemicarbazonas, foi realizada a análise por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). As análises foram feitas em um cromatógrafo 

operando com vazão constante de  1 mL.min-1, equipado com um detector UV-visível (314 

nm) e uma coluna de fase reversa Supelco C18 (0,46 x 25 cm). A temperatura da coluna, 

igual a 25°C, foi mantida constante, e a fase móvel utilizada foi metanol P.A. (método A). 

Devido à natureza hidrofóbica das TSC, elas foram dissolvidas, no momento do uso, 

em DMSO. A concentração final de DMSO nas soluções de TSC foi de, no máximo, 0,4%, após 

a diluição em meio de cultura. Essa concentração demonstrou ser atóxica para as células.  

 

4.5 ANIMAIS 

 

Todos os experimentos com animais foram feitos de acordo com o Guia de Cuidados 

e Utilização de Animais de Laboratório da NRC (National Research Council, Institucional 

Animal Care and Use Committee Guidebook, 1996) utilizando o protocolo previamente 

aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de 

Minas Gerais (processo nº107/2008). 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando de 25 a 30 g, obtidos no 

Centro de Bioterismo do ICB/UFMG ou no Centro de Bioterismo do Instituto de Pesquisas 

Energéticas Nucleares (IPEN/CNEN) e camundongos Nude machos, pesando 

aproximadamente 20 g, obtidos Centro de Bioterismo do IPEN/CNEN. Para os testes de 
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biodistribuição e imagem, foram utilizados 3 animais em cada grupo experimental. Para o 

teste de tolerância e avaliação da atividade antitumoral da TSC mais potente, foram 

utilizados 5 animais em cada grupo experimental. O anestésico utilizado para a obtenção das 

imagens cintilográficas foi uretana (1,2 mg.kg-1) e o método de eutanásia foi deslocamento 

cervical. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO 

 

A avaliação do efeito citotóxico das diferentes TSC, em células tumorais, foi feita pela 

medida da taxa de sobrevivência das células tratadas, por meio do teste do MTT (brometo 

de 3-4,5-dimetill-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-tetrazolium) (Plumb et al., 1989). 

Células U-87MG, T98-G e MCF-7 foram semeadas em placas de 96 poços e, após 24 

horas (h), foram expostas a diferentes concentrações das TSC (1 x 10-5 –  1 x 10-12 M). Após 

48 h de tratamento, as células foram incubadas com o MTT (0,5   mg. mL-1) durante 4 h, ao 

abrigo da luz. Posteriormente, o sobrenadante contendo MTT foi retirado e 100 µL de DMSO 

foram colocados em cada poço para solubilizar os cristais de formazan. As amostras foram 

medidas por espectrofotometria em um leitor de microplaca UV-visível a 570 nm. A fração 

de sobrevivência foi calculada como porcentagem do controle (absorbância do controle = 

100% de sobrevivência). 

A partir da curva de sobrevivência projetada, o IC50 (concentração citotóxica para 50% 

das células) foi determinado por meio do software GraphPad Prism 5, e utilizado para 

comparar a potência das diferentes TSC. 

A citotoxicidade das TSC também foi avaliada em eritrócitos por meio do teste de 

hemólise (Fischer et al., 2003). Sangue humano foi coletado em tubos contendo ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e centrifugado a 800xg durante 10 min. O sedimento foi 

lavado três vezes com tampão fosfato (PBS), por centrifugação, e ressuspendido no mesmo 

tampão. Soluções de diferentes concentrações de cada TSC foram adicionadas à solução de 

eritrócitos (10%) e incubadas por 1 h a 37 oC. Após o tempo de incubação, as células foram 

novamente lavadas e ressuspendidas em PBS. A liberação de hemoglobina foi determinada 

por análise espectrofotométrica a 540 nm. A hemólise promovida pelas TSC foi calculada 
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como porcentagem do controle positivo (hemácias incubadas com solução 5% de triton X-

100 = 100% de hemólise). 

 

4.7 ANÁLISE DAS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS POR MICROSCOPIA ÓPTICA 

 

Para a análise das alterações morfológicas induzidas pelas TSC, células U-87MG, T98-

G e MCF-7 foram semeadas em placas de 96 poços e, após 24 h, foram tratadas com as TSC 

(1 x 10-6 M). Após 48 h de tratamento, as células foram visualizadas ao microscópio óptico 

invertido e fotografadas.   

 

4.8 ANÁLISE DAS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS NO DNA CROMOSSOMAL  

 

Para análise das alterações do DNA cromossomal, células U-87MG, T98-G e MCF-7 

foram semeadas em placas de 96 poços e, após 24 h, foram tratadas com as TSC (1 x 10 -6 M). 

Após 48 h de tratamento, as células foram lavadas 1x com PBS e fixadas em metanol 

(gelado), por 20 minutos. Após fixação, as células foram lavadas novamente 1x com PBS e 

incubadas por 30 minutos com DAPI (400 ng.mL-1), diluído em PBS. Após o período de 

incubação, o sobrenadante contendo DAPI foi retirado e as células foram lavadas 5x com PBS 

(Jang et al., 2003; Kubota et al., 2000). Núcleos das células corados com DAPI foram 

visualizados em microscópio de fluorescência invertido e fotografados. 

 

4.9 DETERMINAÇÃO DO TIPO DE MORTE INDUZIDA  

 

Para determinar o tipo de morte induzido pelas TSC, células U-87MG, T98-G e MCF-7 

foram semeadas em placas de 96 poços e, após 24 h, foram tratadas com as TSC (1 x 10 -6 M). 

Após 48 h de tratamento, as células foram lavadas 1x com PBS e incubadas, durante 15 min, 

em meio de cultura sem soro fetal bovino (SFB) contendo 1 µg.mL-1 de laranja de acridina e 1 

µg.mL-1 de brometo de etídio. Após o tempo de incubação, o meio de cultura foi removido e 

as micrografias fluorescentes foram obtidas utilizando um microscópio de fluorescência 

invertido e câmera fotográfica. Células viáveis apresentaram núcleo verde brilhante 
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uniforme; células apoptóticas (que possuem membrana intacta e não se coram com o 

brometo de etídio) apresentaram núcleo verde com pontos visíveis de condensação da 

cromatina; e células necróticas apresentaram núcleo uniformemente laranja-avermelhado 

(Baskic et al., 2006). 

O tipo de morte induzido pela H2Ac4oFPh também foi avaliado pela coloração dupla 

com anexina V – iodeto de propídeo (IP). Células U-87MG foram semeadas em placas de 96 

poços e, após 24 h, foram tratadas com H2Ac4oFPh (1 e 10 x 10-6 M). Após diferentes 

intervalos de tempo (1, 3 h), as células foram lavadas 2x com PBS e coradas de acordo com 

protocolo do kit para detecção de apoptose anexina V – FITC (Sigma – Chemical Co.). Após a 

coloração, as micrografias fluorescentes foram obtidas utilizando um microscópio de 

fluorescência invertido e câmera fotográfica. Células viáveis foram negativas tanto para a 

anexina V quanto para o IP; células apoptóticas foram positivas para a anexina V e negativas 

para o IP; células necróticas ou em apoptose tardia foram positivas tanto para a anexina V 

quanto para o IP (Bossy-Wetzel et al., 2000). 

 

4.10 AVALIAÇÃO DA GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO  

 

Para avaliar a geração de ROS, induzida pela H2Ac4oFPh, células U-87MG foram 

semeadas em placas de 96 poços e, após 24 h, foram tratadas com H2Ac4oFPh (1 x   10-6 M). 

Após 24 h de tratamento, as células foram lavadas 2x com PBS e incubadas com 50 μM de 

2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) em PBS, por 30 minutos. A DCFH-DA é 

uma molécula que, após atravessar a membrana celular por difusão passiva e entrar em 

contato com espécies reativas de oxigênio (ROS), é oxidada formando diclorofluoreceína 

(DCF) fluorescente, que pode ser detectada em microscópio de fluorescência (Rhee et al., 

2010). Após o tempo de incubação, as células foram lavadas com PBS, visualizadas em 

microscópio de fluorescência invertido e fotografadas. 

 

4.11 AVALIAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA  

 

A avaliação da peroxidação lipídica, induzida pelo tratamento com H2Ac4oFPh, foi 

realizada por meio da quantificação de espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
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(Esterbauer et al., 1991; Linden et al., 2008). Células U-87MG foram semeadas em placas de 

petri e, após 24 h, foram tratadas com H2Ac4oFPh (1 x 10-6 M). Após 24 h de tratamento, as 

células foram lavadas 2x com PBS, tripsinizadas e incubadas com tampão de lise (PBS 50 

mM, pH 7,0 contendo EDTA 1 mM e PMSF 1mM) por 5 min. Posteriormente, o lisado foi 

centrifugado por 5 minutos a 15000xg e uma alíquota do sobrenadante foi retirada para 

quantificação do conteúdo protéico (Lowry et al., 1951). 

Posteriormente, o sobrenadante foi incubado por 30 min, no gelo, com uma solução 

de ácido tricloroacético (TCA, concentração final 10%) e, em seguida, com uma solução de 

TBA (0,5%). A amostra foi, então, aquecida a 100o C por 60 min e, após atingir a temperatura 

ambiente, analisada em espectrofotômetro (532 nm). O cálculo do MDA, resultante da 

peroxidação de lipídios nas amostras controle e tratadas, foi feito a partir de uma curva 

padrão de MDA. O índice de peroxidação lipídica foi expresso em picomoles de MDA.mg de 

proteína-1.mL-1. 

 

4.12 TRATAMENTO IN VIVO  

 

Para determinação do protocolo para tratamento in vivo com H2Ac4oFPh, trabalhos 

publicados por pesquisadores do Instituto Nacional de Câncer (NCI) Norte Americano foram 

utilizados como referência. Estes trabalhos preconizam que, para testes pré-clínicos in vivo, 

a dose do composto a ser utilizada deve ser a “máxima dose tolerada” que é definida como: 

“máxima quantidade do agente teste não letal e que não promove redução maior do que 

20% da massa corporal dos animais (Plowman et al., 1998). Seguindo esse princípio, a dose 5 

mg.kg-1 de H2Ac4oFPh foi escolhida para análise de tolerância em camundongos Swiss 

sadios. Essa escolha foi baseada na solubilidade máxima dessa TSC em solução veículo 

amplamente utilizada em estudos pré-clínicos com compostos lipossolúveis: 10% de DMSO e 

0,05% de tween 80 em cloreto de sódio (NaCl) 0,9% (p/v) (Johnson et al., 2001; Hancock et 

al., 2011). Com o intuito de potencializar o efeito antitumoral sem, no entanto, promover 

efeitos tóxicos elevados, o tratamento foi realizado durante quatro dias consecutivos 

totalizando 20 mg.kg-1 de TSC por animal. A via de administração utilizada foi a subcutânea 

(s.c.) na região cervical dorsal dos animais, com o propósito de simular o tratamento local do 

tumor. Após o tratamento com H2Ac4oFPh, os animais foram mantidos sob observação 
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diária, por 31 dias, para avaliação de possíveis alterações comportamentais, perda de massa 

corporal e morte.   

Para o tratamento in vivo, o modelo animal de tumor cerebral foi desenvolvido em 

camundongos Nude machos, de acordo com metodologia descrita por Kievit e colaboradores 

(2010), com modificações. Células U-87MG (5 x 106) foram ressuspendidas em matrigel alta 

concentração : salina 0,9% (1 : 2), e injetadas, por via subcutânea, na região cervical dorsal 

dos camundongos Nude.  

O tratamento in vivo com H2Ac4oFPh foi realizado de acordo com dois protocolos 

distintos: tratamento iniciado 6 dias após o implante, quando não havia massa tumoral 

mensurável (protocolo 1), e 10 dias após o implante, quando já era possível identificar massa 

tumoral em crescimento (~50 mm3) (protocolo 2). Antes do início de cada tratamento, os 

animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais.  

Para o tratamento, 5 mg.kg-1 de H2Ac4oFPh foram injetados nos animais, no local da 

inoculação do tumor (protocolo 1) ou por via intratumoral (protocolo 2), durante 4 dias 

consecutivos. Animais do grupo controle foram inoculados com o veículo, pela mesma via de 

administração dos grupos tratados. O volume tumoral foi monitorado com o auxílio de um 

paquímetro. Ao final do experimento, 19 dias após o implante do tumor, os animais foram 

eutanasiados e os tumores foram dissecados e pesados. Os principais órgãos vitais dos 

animais foram removidos e enviados, juntamente com os tumores, para avaliação 

histopatológica. O laudo histopatológico foi emitido pelo especialista em Patologia Animal e 

Comparada, Prof. MSc. Juneo Freitas Silva, professor substituto da escola de veterinária da 

UFMG. 

 

4.13 SÍNTESE DE SONDA RADIOATIVA DA H2AC4OFPH 

 

Todos os experimentos utilizando material radioativo foram feitos tomando-se os 

devidos cuidados de radioproteção, de acordo com a norma CNEN 3.01. As bancadas foram 

devidamente forradas, os equipamentos de proteção individual (jaleco, luvas, dosímetro e 

óculos de proteção) foram utilizados, os descartes de rejeitos foram etiquetados com as 

informações pertinentes (identificação do radioisótopo, tipo de emissão, o tipo de rejeito), a 

blindagem adequada foi utilizada e o monitoramento das possíveis contaminações de 
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superfície foi feito com o detector Geiger-Müller. 

Com o objetivo de avaliar a interação da H2Ac4oFPh com o sítio tumoral in vivo, 

sondas radioativas deste composto foram sintetizadas, utilizando os radioisótopos gálio-67 e 

índio-111 como radiotraçadores. As sínteses das sondas radioativas foram feitas de acordo 

com método descrito por Jalilian e colaboradores (2009), com modificações. Foram 

utilizados 10 µg de cada TSC, dissolvidas em metanol, e 1 – 2 mCi (37 – 74 MBq) de 111InCl3 

ou 67GaCl3 em HCl, que foi previamente evaporado à 99o C. A reação foi realizada em 100 µL 

de metanol, durante 30 min, à temperatura ambiente e a 90 oC, sob agitação constante 

(800xg). Após o tempo de incubação, a reação química foi interrompida pela adição de 400 

µL de NaCl (0,9%). A radiomarcação da H2Ac4Ph também foi realizada nas mesmas 

condições, para avaliar possíveis alterações na eficiência da marcação promovidas pela 

presença do flúor no grupo fenila da molécula. 

 

4.14 DETERMINAÇÃO DA PUREZA RADIOQUÍMICA DOS COMPOSTOS RADIOMARCADOS 

 

A pureza radioquímica dos compostos radiomarcados foi determinada por CLAE. As 

análises foram feitas em um cromatógrafo operando com vazão constante de 1 mL.min-1, 

equipado com um detector de radiação gama e uma coluna de fase reversa Supelco C18 

(0,46 x 25 cm). A temperatura da coluna, igual a 25° C, foi mantida constante. Como fase 

móvel, foi utilizado um gradiente linear de 10 - 80% (v/v) de acetonitrila (CH3CN) em água 

(H2O) contendo TFA 0,1% (v/v) nos primeiros 5 minutos de eluição. Posteriormente, a 

concentração de CH3CN foi mantida em 80% (v/v) por 10 minutos e, com o intuito de 

estabilizar o sistema, retornou-se a condição inicial de 10% (v/v) de CH3CN durante 5 

minutos (método B). Este sistema cromatográfico foi previamente padronizado utilizando as 

TSC frias como padrão não radioativo e amostras de 111InCl3 e 67GaCl3 como padrões 

radioativos.  

 

4.15 ANÁLISE DA ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS RADIOMARCADOS 

 

A estabilidade dos compostos radiomarcados foi analisada, após incubação a 2-8° C, 

por 24 h. Após o tempo de incubação, uma alíquota dos compostos foi retirada e analisada 



Materiais e métodos 
 

62 

 

por CLAE, de acordo com metodologia descrita no item 4.14. 

 

4.16 AVALIAÇÃO DA BIODISTRIBUIÇÃO DA H2AC4OFPH-111IN E H2AC4OFPH-67GA 

 

A biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga foi realizada em 

camundongos Swiss machos, por meio  da injeção, intravenosa (i.v.) caudal, de 10 µCi (0,37 

MBq) dos compostos radiomarcados diluídos em NaCl 0,9%. Em diferentes tempos após 

administração (1, 3, 24 e 48 h), os animais foram eutanasiados e tiveram seus principais 

órgãos vitais removidos para avaliação do perfil de biodistribuição. A radioatividade em cada 

órgão foi determinada em aparelho de espectrometria gama tipo poço. Os resultados foram 

expressos como fração percentual da atividade total injetada por grama do órgão (% AI.g-1).  

 

4.17 AVALIAÇÃO DA FARMACOCINÉTICA DA H2AC4OFPH-111IN E H2AC4OFPH-67GA  

 

Para avaliar a farmacocinética da H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga, 10 µCi (0,37 

MBq) de cada composto diluído em NaCl 0,9% (p/v) foram injetados, por via intravenosa 

(i.v.) caudal, em camundongos Swiss machos. Em diferentes tempos após administração (2,5 

min a 48 h), 50 µL de sangue foram retirados pelo plexo orbital dos camundongos, com o 

auxílio de um tubo capilar heparinizado, e a radioatividade no sangue foi determinada em 

aparelho de espectrometria gama tipo poço. Os resultados foram expressos como fração 

percentual da atividade total injetada por mL de sangue (%AI.mL-1). Os parâmetros 

farmacocinéticos foram calculados no GraphPad Prism 5, (GraphPad Software, Inc.), para um 

modelo de distribuição em dois compartimentos, caracterizado por duas exponenciais: uma 

de decaimento rápido e outra de decaimento lento. 

A depuração (DP) foi calculada pela equação (EQ. 1): 

   
                            

   
 EQ. 1 

Onde: 

ASC = área sob a curva 

 



Materiais e métodos 
 

63 

 

O volume de distribuição (Vd) foi calculado pela equação (EQ. 2): 

   
  

 
 EQ. 2 

Onde: 

β = constante de eliminação 

 

4.18 ESTUDOS CINTILOGRÁFICOS DA H2AC4OFPH-111IN E H2AC4OFPH-67GA 

 

Os estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga foram realizados em 

camundongos Swiss sadios. Os compostos radiomarcados (50 µCi - 1,85 MBq), diluídos em 

NaCl 0,9%, foram injetados por via intravenosa caudal e as imagens cintilográficas estáticas 

dos camundongos foram realizadas 30 min, 1, 3 e 24 h após a administração. Para a 

aquisição das imagens, os animais foram previamente anestesiados. As imagens foram 

adquiridas em gama câmara, até atingir 200.000 contagens. Estudos cintilográficos do 

111InCl3 também foram realizados, nas mesmas condições, com o intuito de avaliar se as 

imagens obtidas a partir da biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In se distinguia daquelas 

obtidas a partir da biodistribuição do radioisótopo livre.  

Este protocolo também foi utilizado em estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-111In e 

H2Ac4oFPh-67Ga em modelo animal de tumor cerebral (descrito no item 4.12), 15 dias após 

o implante das células tumorais. Após os estudos cintilográficos, os animais foram 

eutanasiados e o tumor, o sangue, e os principais órgãos foram dissecados para 

quantificação da radioatividade. Os resultados foram expressos como % AI. g-1.  

Para avaliar a retenção da H2Ac4oFPh-111In no tumor cerebral (U-87MG) in vivo, 

obtendo assim uma estimativa da sua potencialidade para uso em terapia local complexada 

a emissores de partículas, a TSC radiomarcada foi injetada em modelo animal de tumor, por 

via intratumoral (i.t.), para posterior aquisição de imagens cintilográficas. Após estudos 

cintilográficos, os animais foram eutanasiados e o tumor, o sangue, e os principais órgãos 

foram dissecados para quantificação da radioatividade (% AI.g-1). 
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4.19 CARACTERIZAÇÃO ADICIONAL DA H2AC4OFPH-111IN 

 

4.19.1 DETERMINAÇÃO DO COEFICIENTE DE PARTIÇÃO 

 

Para avaliar a lipossolubilidade da H2Ac4oFPh-111In, seu coeficiente de partição foi 

determinado (Prata et al., 2000). A molécula marcada foi adicionada (100 µCi - 3,7MBq) em 

um tubo contendo 1 mL de n-octanol (fase orgânica) e 1 mL de solução salina 0,9% (fase 

aquosa), pré-saturados por 24 h. O tubo foi submetido à agitação, por uma hora à 

temperatura ambiente e, após a separação das fases aquosa e orgânica, uma alíquota de 

cada fase foi coletada para análise em um aparelho de espectrometria gama tipo poço. O 

coeficiente de partição ( = log P) foi determinado pela equação (EQ. 3):  

 

       
                    

                  
 EQ. 3 

 

4.19.2 DETERMINAÇÃO DO COMPORTAMENTO EM SORO HUMANO IN VITRO 
 

Para determinar o comportamento da H2Ac4oFPh-111In em soro humano, 100 µCi 

(3,7 MBq) do composto foram incubados em 1 mL de soro humano, a 37 °C, sob agitação de 

400 xg, por 10 e 30 min, 1, 3 e 24 h. Após o tempo de incubação, 1 mL de etanol foi 

adicionado à mistura, para precipitação de proteínas. A mistura foi, então, centrifugada a 

10000xg durante 10 minutos, e a radioatividade presente no sobrenadante e no precipitado 

foi determinada em um aparelho de espectrometria gama tipo poço. A porcentagem da 

H2Ac4oFPh-111In ligada às proteínas séricas (LP) foi determinada pela equação (EQ. 4): 

 

 EQ. 4 

  

Após quantificação da radioatividade, o sobrenadante foi filtrado em membrana 0,22 

µm e analisado por CLAE, de acordo com metodologia descrita em 4.14. 
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4.19.3 ESTUDO DE INTERNALIZAÇÃO IN VITRO 

 

Ensaios de internalização, in vitro, são comumente utilizados com o intuito de prever 

a eficácia de um novo radiofármaco, pois permitem quantificar a sua retenção em uma 

célula alvo (Naqvi et al., 2011). Para avaliar a capacidade de internalização da H2Ac4oFPh-

111In em células tumorais in vitro, células U-87MG foram semeadas em placas de seis poços 

(2,5 × 105 células por poço) e cultivadas, de acordo com metodologia descrita no item 4.3, 

por 48 h.  Posteriormente, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas duas 

vezes com meio de internalização (DMEM sem SFB). Após a lavagem, 1 mL de meio de 

internalização foi adicionado em cada poço, seguido da adição, de 100 µCi (3,7 Mbq) de 

H2Ac4oFPh-111In (ligação total) ou 100 µCi (3,7 Mbq)  de H2Ac4oFPh-111In e um excesso 

molar (100x) de H2Ac4oFPh fria (ligação não-específica). As células foram incubadas a 37 °C 

e 5% de CO2 por 10 e 30 min, 1, 2 ou 4 h. Ao final de cada tempo, as células foram lavadas 

duas vezes com meio de internalização, e incubadas com 1 mL de tampão glicina 50 mM / 

NaCl 0,1 M, pH 2,8 por 5 minutos, seguido de lavagem rápida com a mesma solução. Para 

análise da internalização, as células foram lisadas, com 1 mL de NaOH 1 M, para 

quantificação da radioatividade e determinação fração internalizada. A radioatividade 

presente foi quantificada em aparelho de espectrometria gama tipo poço. A porcentagem de 

internalização foi calculada em função do total de radioatividade adicionado em cada ponto 

experimental. 

 

4.20 ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os testes in vitro foram realizados em três experimentos independentes, em 

triplicatas, inclusive os respectivos grupos controle. Os dados obtidos, in vitro ou in vivo, 

foram analisados pelo teste t de Student ou ANOVA, de acordo com cada experimento. 

Foram considerados significativos aqueles dados com p < 0,05. 

 



 

5 

RESULTADOS 

 

5.1 TIOSSEMICARBAZONAS 

 

Para atestar a pureza química dos derivados de 2-acetilpiridina N-4 fenil TSC, foi 

realizada a análise de cada uma delas por CLAE. Os resultados obtidos demonstraram que 

todas as TSC apresentaram pureza química (PQ) maior que 90% (FIG. 11).  
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TR: 3’20’’ 
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Composto: H2Ac4oClPh 

TR: 3’20’’ 

PQ (%): 99,67% 

 

Composto: H2Ac4mClPh 

TR: 3’24’’ 

PQ (%): 97,37% 

 

Composto: H2Ac4pClPh 

TR: 3’22’’ 

PQ (%): 94,08% 

 

Composto: H2Ac4oFPh 

TR: 3’16’’ 

PQ (%): 96,73% 
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Composto: H2Ac4mFPh 

TR: 3’14’’ 

PQ (%): 99,85% 

 

Composto: H2Ac4pFPh 

TR: 3’17’’ 

PQ (%): 96,75% 

 

Composto: H2Ac4oIPh 

TR: 3’23’’ 

PQ (%): 98,33% 

 

 

 

 

 

 

 

Composto: H2Ac4mIPh 

TR: 3’22’’ 

PQ (%): 97,84% 
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Composto: H2Ac4pIPh 

TR: 3’25’’ 

PQ (%): 99,79% 

 

 

 

 

 

 

 

Composto: H2Ac4oNO2Ph 

TR: 3’28’’ 

PQ (%): 99,96% 

 

 

 

 

 

 

 

Composto: H2Ac4mNO2Ph 

TR: 3’20’’ 

PQ (%): 96,26% 

 

 

 

 

 

 

 

Composto: H2Ac4pNO2Ph 

TR: 3’20’’ 

PQ (%): 97,03% 

FIGURA 11: Análise da pureza química dos derivados de 2-acetilpiridina N-4 fenil TSC por CLAE (UV-
Vis- método A). 
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5.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO 

 

A avaliação do efeito citotóxico das TSC em células tumorais foi feita pela medida da 

sobrevivência das células tratadas, por meio do teste MTT. Os resultados obtidos 

evidenciaram que todas as TSC testadas foram citotóxicas de forma dose-dependente para 

as três linhagens de células tumorais utilizadas (FIG. 12). As concentrações, de cada 

composto, capazes de inibir em 50% a sobrevivência celular (IC50) estão representadas na 

TAB. 4 e demonstraram que as TSC mais potentes apresentam IC50 na ordem de nanomolar. 

Além disso, todas as TSC foram significativamente mais potentes do que o etoposídeo, um 

antineoplásico inibidor da enzima topoisomerase II bastante utilizado na clínica médica. 

A linhagem de tumor de mama apresentou maior sensibilidade à grande maioria dos 

compostos, quando comparada com as duas linhagens de glioblastoma. No entanto, não foi 

observada diferença significativa na taxa de sobrevivência das células U-87MG e T98-G 

tratadas.  

Apesar de, na maioria dos casos, a inserção dos halogênios ou do nitro no grupo 

fenila da TSC não ter contribuído para o aumento da citoxicidade do composto não 

substituído (H2Ac4Ph), em alguns casos, a inserção do halogênio na posição orto do grupo 

fenila promoveu citotoxicidade significativamente maior àquela induzida pela H2Ac4Ph. Tal 

fato pode ser comprovado observando os valores de IC50 da H2Ac4oClPh e H2Ac4oFPh em 

células T98-G, e sugere que a adição de cloro ou flúor na posição orto do grupo fenila é uma 

boa estratégia para aumentar a citotoxicidade de H2Ac4Ph. Para as demais linhagens de 

células tumorais, H2Ac4oClPh e H2Ac4oFPh foram tão eficientes quanto H2Ac4Ph. 

Quando comparadas apenas as TSC com grupos substituídos (com halogênio ou nitro 

no grupo fenila) foi possível concluir que, em geral, os compostos que possuem o halogênio 

na posição orto foram mais potentes do que seus respectivos isômeros com halogênio na 

posição meta ou para do grupo fenila. O composto que possui o nitro na posição para foi o 

menos potente dentre todos os compostos testados.  

A citotoxicidade das TSC também foi avaliada em eritrócitos, por meio do teste de 

hemólise. Os resultados obtidos demonstraram que as TSC não induziram hemólise em 

concentrações menores que 10000 nM. 
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TABELA 4: Análise comparativa do efeito citotóxico das diferentes TSC. IC50 sobre células U-

87MG, T98-G e MCF-7 e avaliação da atividade hemolítica. 

a
Determinado pelo teste do MTT 

b
Determinado pelo teste de hemólise 

Composto IC50 (nM) a Atividade 
Hemolítica

b
 

U-87MG T98-G MCF-7 
H2Ac4Ph 

1,40 ± 0,39  6,80 ± 0,83  0,18 ± 0,06  > 10000 

H2Ac4oClPh 
2,60 ± 2,10 1,10 ± 0,96 0,16 ± 0,14  > 10000 

H2Ac4mClPh 
31,00 ± 9,60 1,00 ± 0,40 24,00 ± 1,50  > 10000 

H2Ac4pClPh 
1,70 ± 0,82 5,90 ± 0,76  8,50 ± 0,40  > 10000 

H2Ac4oFPh 
5,00 ± 0,47  3,10 ± 2,20 0,39 ± 0,20  > 10000 

H2Ac4mFPh 
18,00 ± 1,70 12,00 ± 5,40  9,00 ± 2,00  > 10000 

H2Ac4pFPh 
10,00 ± 10,00 17,00 ± 1,90  1,20 ± 0,73  > 10000 

H2Ac4oIPh 
6,10 ± 2,10 8,10 ± 4,20 4,10 ± 1,90  > 10000 

H2Ac4mIPh 
84,00 ± 10,00 61,00 ± 25,00 45,00 ± 37,00  > 10000 

H2Ac4pIPh 
59,00 ±37,00  64,00 ± 36,00 6,60 ± 3,20  > 10000 

H2Ac4oNO2Ph 
4,30 ± 0,82  6,60 ± 3,30 5,70 ± 0,19  > 10000 

H2Ac4mNO2Ph 
69,00 ± 7,10 140,00 ± 110,00  38,00 ± 32,00  > 10000 

H2Ac4pNO2Ph 160,00 ± 56,00 140,00 ± 11,00  52,00 ± 21,00  > 10000 

Etoposideo 620,00 ± 150,00 460,00 ± 25,00 480,00 ± 70,00  - 
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FIGURA 12: Efeito citotóxico das diferentes TSC sobre células U-87MG (A), T98-G (B) e MCF-7 (C). 
Células tumorais foram tratadas com diferentes concentrações das TSC. A citotoxicidade foi avaliada, 
após 48 horas, pela medida da taxa de sobrevivência das células tratadas, por meio do teste do MTT.  
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FIGURA 12: continuação. 
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FIGURA 12: continuação. 
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5.3 ANÁLISE DAS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS POR MICROSCOPIA ÓPTICA 

 

Todas as linhagens celulares tratadas com TSC apresentaram alterações morfológicas 

bastante visíveis tais como: irregularidades na membrana plasmática, redução do volume 

citoplasmático e formação de blebs, todas características de apoptose (FIG. 13). Este 

resultado é indicativo de que a redução do número de células vivas, após o tratamento com 

TSC, ocorreu por meio da indução da apoptose, que poderá ser confirmada pelas análises 

das alterações morfológicas no DNA cromossomal, da coloração dupla com laranja de 

acridina/brometo de etídio e da coloração dupla com anexina V e iodeto de propídeo. 

 

5.4 ANÁLISE DAS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS NO DNA CROMOSSOMAL 

 

A análise do DNA cromossomal das células tumorais tratadas demonstrou que as TSC 

também promoveram alterações morfológicas no DNA cromossomal características de 

apoptose como: condensação da cromatina, fragmentação do DNA e formação de corpos 

apoptóticos (FIG. 14). 
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FIGURA 13: Análise morfológica das células U-87MG (A), T98-G (B) e MCF-7 (C) controles e tratadas 

com TSC.  Células tumorais foram tratadas, por 48 h, com as TSC (1 M). Imagens foram adquiridas 
em câmera fotográfica acoplada ao M.O. (aumento de 200x). Setas indicam irregularidades na 
membrana plasmática, redução do volume citoplasmático ou formação de blebs. 
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FIGURA 13: continuação. 
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FIGURA 13: continuação. 
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FIGURA 14: Análise do DNA cromossomal das células U-87MG (A), T98-G (B) e MCF-7 (C) controles e 

tratadas com TSC.  Células tumorais foram tratadas, por 48 h, com as TSC (1 M) e coradas com DAPI. 
Imagens foram adquiridas em câmera fotográfica acoplada ao M.F. (385 – 410 nm - aumento de 
400x). Setas indicam condensação da cromatina, fragmentação do DNA ou formação de corpos 
apoptóticos. 
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FIGURA 14: continuação. 
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FIGURA 14: continuação. 

 

5.5 DETERMINAÇÃO DO TIPO DE MORTE INDUZIDA  

 

A coloração dupla com laranja de acridina e brometo de etídio (LA/BE) foi utilizada, 

nas células tumorais controle e tratadas com TSC, para diferenciar células vivas de células 

apoptóticas e necróticas. Células tumorais controle, coradas com LA/BE, apresentaram 

C 
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núcleo com coloração verde homogênea e mínima coloração vermelho-alaranjada, 

indicando a presença de células saudáveis e sem alterações morfológicas. Por outro lado, as 

células tumorais tratadas com TSC apresentaram núcleo fragmentado, com pontos verdes 

brilhantes, indicativos de condensação da cromatina, e não apresentaram coloração positiva 

para o BE indicando que elas permaneceram com a membrana íntegra. Estas alterações são 

características da fase inicial da apoptose e estão de acordo com os resultados obtidos na 

análise da morfologia e do DNA cromossomal das células tratadas, indicando que as TSC 

induzem morte apoptótica das células tumorais.  

Foi possível observar também, que as células tratadas com TSC apresentaram 

compartimentos citoplasmáticos ácidos (corados em laranja) indicando a presença de 

autofagolisossomos, organelas encontradas no citoplasma celular durante o processo de 

morte autofágica (FIG. 15).  
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FIGURA 15: Determinação do tipo de morte induzida pelas TSC em células U-87MG (A), T98-G (B) e 

MCF-7 (C), utilizando LA/BE. Células tumorais foram tratadas, por 48h, com as TSC (1 M) e coradas 
com LA/BE. Imagens foram adquiridas em câmera fotográfica acoplada ao M.F. (530 - 650 nm - 
aumento de 200x). 
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FIGURA 15: continuação. 
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FIGURA 15: continuação. 
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A coloração com anexina V e iodeto de propídeo também foi realizado em células U-

87MG, para confirmar a indução de morte apoptótica. Células U-87MG controle 

apresentaram coloração negativa tanto para a anexina V quanto para o IP, indicando a 

presença de células viáveis. No entanto, em células U-87MG tratadas com 1 µM de 

H2Ac4oFPh, foi possível detectar grande número de células em apoptose inicial e número 

reduzido de células em apoptose tardia, após 3 h de tratamento. Quando a concentração de 

H2Ac4oFPh foi aumentada para 10 µM, foram detectadas, já após 1 hora de tratamento, 

células em apoptose inicial e em apoptose tardia e, após 3h de tratamento, a maioria das 

células já se encontrava em apoptose tardia (FIG. 16).  

 

 

FIGURA 16: Determinação do tipo de morte induzida pela H2Ac4oFPh em células U-87MG, utilizando 

anexina V/IP. Células U-87MG foram tratadas, por 1 e 3 h, com H2Ac4oFPh (1 e 10 M) e coradas 
com anexina V/IP. Imagens foram adquiridas em câmera fotográfica acoplada ao M.F. (530 - 650 nm 
– aumento de 200x). 
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Estes resultados corroboram aqueles obtidos na análise das alterações morfológicas 

celulares e do DNA cromossomal, e na coloração dupla com LA/BE, indicando que o 

mecanismo de morte induzido pela H2Ac4oFPh é a apoptose. 

 

5.6 SELEÇÃO DA TSC MAIS POTENTE  

 

A triagem das TSC antitumorais revelou que todos os 12 derivados da H2Ac4Ph 

testados apresentaram atividade antitumoral significativa e induziram alterações 

morfológicas características de apoptose nas células tumorais. No entanto, H2Ac4oClPh e 

H2Ac4oFPh demonstraram ser as mais potentes e, por este motivo, as mais indicadas para 

realização dos demais testes propostos no projeto. 

Como apenas uma das moléculas deveria ser escolhida, sob pena de inviabilizar os 

estudos em animais, um levantamento bibliográfico foi realizado a fim de identificar a TSC 

mais adequada sob o ponto de vista científico. Este levantamento demonstrou que a 

H2Ac4oClPh havia sido estudada por 4 diferentes grupos de pesquisa, que estudaram sua 

complexação ao cobre (West et al., 1996), a citotoxicidade dos seus complexos de cobre 

(Miller et al., 1998), sua atividade antimalárica (Klaymann et al., 1979) e sua potencial 

aplicação para tratamento de carcinoma de pulmão de não pequenas células (Robbins et al., 

2007). Por outro lado, a H2Ac4oFPh havia sido estudada por apenas 1 grupo de pesquisa que 

identificou sua atividade antimalárica (Klaymann et al., 1979). A atividade antitumoral deste 

composto não havia sido demonstrada, o que tornou essa molécula ainda mais atrativa e 

justificou a sua seleção para a continuidade dos estudos. 

 

5.7 AVALIAÇÃO DA GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

A FIG. 17 apresenta células U-87MG controles e tratadas com H2Ac4oFPh, coradas 

com DCF-DA, corante utilizado para a determinação de ROS. A oxidação da DCF-DA pelas 

ROS gera uma espécie verde fluorescente que pode ser visualizada ao microscópio de 

fluorescência. Foi possível observar que o tratamento com a TSC aumentou a geração ROS 

nas células de glioblastoma sugerindo que o estresse oxidativo induzido pela TSC é 

responsável, ao menos em parte, pela apoptose induzida por H2Ac4oFPh.  
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FIGURA 17: Geração de espécies reativas de oxigênio em células U-87MG tratadas com H2Ac4oFPh. 

Células U-87MG foram tratadas, por 24h, com H2Ac4oFPh (1 M) e coradas com DCF-DA. Imagens 
foram adquiridas em câmera fotográfica acoplada ao M.F. (530 - 650 nm – aumento de 200x). 

 

5.8 AVALIAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA  

 

A FIG. 18 apresenta os resultados, obtidos por meio da avaliação da peroxidação 

lipídica, que demonstram que a H2Ac4oFPh promoveu a peroxidação dos lipídios de 

membrana das células tratadas. Os níveis de MDA foram aproximadamente 3 vezes maiores 

nas células tratadas do que nas células controle, corroborando os resultados obtidos pela 

coloração com DCF e indicando que a apoptose induzida por esta TSC pode ser 

desencadeada pela geração de ROS e posterior peroxidação lipídica. 
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FIGURA 18: Peroxidação lipídica em células U-87MG tratadas com H2Ac4oFPh. Células U-87MG 

foram tratadas, por 24h, com H2Ac4oFPh (1 M) e a peroxidação lipídica foi avaliada pelo método 
TBARS, *p≤0,05. 
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5.9 TRATAMENTO IN VIVO  

 

Antes de avaliar o efeito antitumoral da H2Ac4oFPh in vivo, a tolerância ao 

tratamento foi determinada pela administração da sua máxima concentração solúvel em 

solução veículo (DMSO 10%, tween 80 0,05% em NaCl 0,9%), como descrito na metodologia. 

Observou-se que durante todo o tempo no qual os animais foram avaliados, não houve 

registro de alterações comportamentais ou morte dos animais tratados. Além disso, não foi 

observada perda de massa corporal, superior a 20% da massa inicial, durante ou após o 

tratamento (FIG. 19), indicando que o tratamento poderia ser utilizado, com segurança, nos 

testes para avaliação do seu efeito antitumoral in vivo. 

 

 

FIGURA 19: Variação de massa de animais Swiss sadios tratados com H2Ac4oFPh. A TSC (5 mg.kg-1) 
foi administrada s.c. nos animais, durante 4 dias consecutivos.  

 

O efeito antitumoral da H2Ac4oFPh foi avaliado, em modelo animal de tumor 

cerebral, por meio de dois protocolos distintos: tratamento iniciado 6 dias após o implante, 

quando não havia massa tumoral mensurável (protocolo 1), e 10 dias após o implante, 

quando já era possível identificar massa tumoral em crescimento (~50 mm3) (protocolo 2). 

Os resultados obtidos, utilizando o protocolo 1, estão apresentados na FIG. 20. Eles 

demonstraram que, após o fim do tratamento, os tumores dos animais tratados com 
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H2Ac4oFPh apresentaram redução significativa da taxa de crescimento, quando comparados 

aos tumores dos animais do grupo controle. Essa redução foi observada por até 6 dias após o 

fim do tratamento. No entanto, ao final do experimento (19 dias após o implante do tumor), 

não foi observada diferença estatística entre o volume tumoral dos animais controle e 

tratados com a TSC. 

A FIG. 21 apresenta a massa dos tumores dos grupos de animais controle e tratados 

com H2Ac4oFPh, utilizando o protocolo 1. A média da massa tumoral nos animais tratados 

foi cerca de 20% menor que aquela observada nos animais controle, no entanto, essa 

diferença não foi significativa (p ≥ 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 20: Efeito antitumoral da H2Ac4oFPh em modelo animal de tumor cerebral. Animais foram 
tratados com 5 mg.kg-1 da TSC (tratado) ou veículo (controle), durante 4 dias consecutivos, de acordo 
com o protocolo 1 (tratamento iniciado quando não havia massa tumoral mensurável), *p≤0,05. 
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FIGURA 21: Massa tumoral dos animais controle e tratados com H2Ac4oFPh de acordo com 
protocolo 1, tratamento iniciado quando não havia massa tumoral mensurável.  

 

Os resultados obtidos, utilizando o protocolo 2, estão apresentados na FIG. 22. A 

tendência à redução da taxa de crescimento tumoral também foi observada nos animais 

tratados com a TSC, principalmente 4, 5 e 6 dias após o término do tratamento; porém, essa 

redução foi menos relevante do que aquela observada nos animais que tiveram o 

tratamento iniciado antes que houvesse a formação de um tumor visível (protocolo 1). 

Assim como no protocolo 1, não houve diferença estatística entre o volume tumoral dos 

animais controle e tratados com a H2Ac4oFPh, ao final do experimento. A massa tumoral 

dos animais dos grupos controle e tratados com H2Ac4oFPh, utilizando o protocolo 2, está 

apresentado na FIG. 23. A tendência à redução da massa tumoral quando os animais foram 

tratados com a TSC ainda foi bastante visível. A média da massa tumoral dos animais 

tratados foi cerca de 40% menor que aquela observada nos animais controle. Essa diferença, 

no entanto, não foi significativa. 
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FIGURA 22: Efeito antitumoral da H2Ac4oFPh em modelo animal de tumor cerebral. Animais foram 
tratados com 5 mg.kg-1 da TSC (tratado) ou veículo (controle), durante 4 dias consecutivos, de acordo 
com o protocolo 2 (tratamento iniciado quando já era possível identificar massa tumoral em 
crescimento). 

 

 

FIGURA 23: Massa tumoral dos animais controle e tratados com H2Ac4oFPh, de acordo com 
protocolo 2 (tratamento iniciado quando já era possível identificar massa tumoral em crescimento).  

 

Ao final dos experimentos, os órgãos e o tumor dos animais controles e tratados 

foram enviados para análise histopatológica, com o intuito de verificar se os tratamentos 

com a H2Ac4oFPh induziram lesões tissulares em órgãos vitais e alterações morfológicas nas 
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células tumorais. As fotomicrografias representativas dessas análises estão apresentadas nas 

FIG. 24 e 25. 

Por meio do laudo técnico, foi possível concluir que os animais controle e tratados 

apresentaram padrão histológico semelhante, sugerindo que o tratamento com H2Ac4oFPh 

não promoveu alterações histopatológicas dignas de nota no coração, pulmões, fígado, rins 

e baço dos animais. 

Os tumores dos animais tratados também não apresentaram diferenças histológicas, 

quando comparados aos tumores do grupo controle. Em ambos os grupos, os tumores 

apresentaram pleomorfismo celular, intensa hemorragia superficial, poucos vasos 

sanguíneos na área central do tumor e grande quantidade de células necróticas. 
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FIGURA 24: Fotomicrografias histológicas representativas do coração, pulmões, fígado, rim e baço, 
após coloração com hematoxilina/eosina, dos animais controle e tratados com H2Ac4oFPh. Imagens 
foram adquiridas em câmera fotográfica acoplada ao M.O. (aumento de 400x). 
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FIGURA 25: Fotomicrografias histológicas representativas da massa tumoral dos animais controle e 
tratados com H2Ac4oFPh, após coloração com hematoxilina/eosina. Imagens foram adquiridas em 
câmera fotográfica acoplada ao M.O. (aumento de 400x). 

 

5.10 SÍNTESE DE SONDA RADIOATIVA DA H2AC4OFPH 

 

Com o objetivo de avaliar a interação da H2Ac4oFPh com as células tumorais, sondas 

radioativas deste composto foram sintetizadas utilizando os radioisótopos 111In e 67Ga como 

radiotraçadores.  A radiomarcação da H2Ac4Ph também foi realizada, nas mesmas 

condições, para avaliar possíveis alterações na eficiência da marcação promovidas pela 

presença do flúor no grupo fenila da molécula.  

Nas condições testadas, as 4 moléculas foram sintetizadas com sucesso: H2Ac4oFPh-

111In, H2Ac4oFPh-67Ga, H2Ac4Ph-111In, H2Ac4Ph-67Ga. Estas moléculas apresentaram 

atividades específicas de: 2,13; 1,07; 2,00 e 1,00 TBq.mmol-1, respectivamente. A pureza 

radioquímica de cada composto foi determinada por CLAE, e está apresentada no item 5.11. 

 

5.11 DETERMINAÇÃO DA PUREZA RADIOQUÍMICA DOS COMPOSTOS RADIOMARCADOS 

 

A FIG. 26 apresenta o perfil cromatográfico, em CLAE, representativo da H2Ac4Ph e 

H2Ac4oFPh na condição de eluição escolhida para determinação da pureza radioquímica dos 

compostos radiomarcados. Nessa condição, as moléculas frias e radiomarcadas 

apresentaram tempo de retenção de aproximadamente 10 min, o que permitiu boa 

distinção entre as mesmas e os radioisótopos livres, que apresentaram tempo de retenção 

aproximado de 4 min. 
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Composto:  

H2Ac4Ph 

 

Tempo de retenção:  

10,40’± 0,00’ 

 

 

Composto:  

H2Ac4oFPh 

 

Tempo de retenção:  

10,40’ ± 0,00’  

 

FIGURA 26: Perfis de CLAE (UV-Vis; método B) representativos da H2Ac4Ph e H2Ac4oFPh. 

 

A síntese da H2Ac4oFPh-111In e da H2Ac4oFPh-67Ga foi realizada com pureza 

radioquímica satisfatória, após 30 min de reação entre os compostos e os radiometais, em 

temperatura ambiente (TAB. 5). Nessa condição, H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga 

apresentaram pureza de 86,4 ± 0,5% e 97,5 ± 0,6%, respectivamente. Apesar da H2Ac4oFPh-

67Ga ter apresentado maior pureza radioquímica, o que garante presença de quantidade 

extremamente reduzida de 67Ga livre, foi observada a formação de dois complexos de 

H2Ac4oFPh-67Ga com lipofilicidades distintas (FIG. 27). A formação desses dois complexos 

sugere que a reação da TSC com o radiometal ocorreu na proporção 2:1 e 1:1 (H2Ac4oFPh:  

67Ga).  

A tentativa de purificação de ambos os compostos foi realizada, para separação dos 

diferentes complexos e dos radiometais livres, em coluna Sep-Pack C18 aplicando-se 

diferentes concentrações de acetonitrila ou metanol (10 - 100%). No entanto, essa tentativa 
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não foi bem sucedida e a pureza dos compostos permaneceu inalterada. Outra condição de 

reação foi testada, incubando-se as TSC com os radiometais durante 30 min, a 90oC. Essa 

condição, no entanto, não promoveu o aumento da pureza radioquímica dos compostos.  

Também foi possível formar complexos da H2Ac4Ph com 111In e 67Ga (TAB. 5). Porém, 

a pureza radioquímica dos compostos formados foi significativamente menor (5 – 20% 

menor) do que aquela observada para os complexos de H2Ac4oFPh, sugerindo que a 

presença do flúor na posição orto do grupo fenila da molécula favorece a complexação da 

TSC com os radiometais.  

 

TABELA 5: Análise comparativa da pureza radioquímica, determinada por CLAE (método B), 

das TSC marcadas com  111In e 67Ga em temperatura ambiente ou a 90oC. 

Composto 
Pureza radioquímica  

30 minutos 
T.A. 

30 minutos 
90oC 

H2Ac4oFPh-111In 86,4 ± 0,5% 88,0 ± 3,4% 

H2Ac4oFPh-67Ga 97,5 ± 0,6%** 93,0 ± 5,0%** 

H2Ac4Ph-111In 79,0 ± 5,6%** 87,0 ± 4,2%** 

H2Ac4Ph-67Ga 70,0 ± 6,0%** 64,0 ± 2,0%** 

*Formação de mais de um complexo radioativo. T.A. = temperatura ambiente. 
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Composto:  

111
InCl3 

 

Tempo de retenção:  

2,7’± 0,08’ 

3,9’± 0,06’ 

 

Composto:  

H2Ac4Ph-
111

In 

 

Tempo de retenção:  

8,30’ ± 0,00’  

9,50’ ± 0,00’  

10,90’ ± 0,00’  

 

 

Composto:  

H2Ac4oFPh-
111

In 

 

Tempo de retenção:  

11,56’ ± 0,05’  
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Composto:  

67
GaCl3 

 

Tempo de retenção:  

2,58’ ± 0,02’  

3,64’ ± 0,03’  

 

 

Composto:  

H2Ac4Ph-
67

Ga 

 

Tempo de retenção:  

10,00’  ± 0,00’ 

14,00’  ± 0,00’ 

 

 

Composto:  

H2Ac4oFPh-
67

Ga 

 

Tempo de retenção:  

10,00’ ± 0,10’  

14,00’ ± 0,00‘ 

 

FIGURA 27: Perfil de CLAE (radioativo; método B) representativo da H2Ac4Ph e H2Ac4oFPh 
radiomarcadas com 111In  e 67Ga. Foram utilizados 10 µg de cada TSC e 2 e 1 mCi (74 e 37 MBq) de 
111InCl3 e 67GaCl3, respectivamente. A reação foi realizada em metanol, durante 30 min, à 
temperatura ambiente, sob agitação constante (800xg).  
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5.12 ANÁLISE DA ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS RADIOMARCADOS 

 

A pureza radioquímica dos compostos radiomarcados foi avaliada, 24 h após a 

radiomarcação, para determinação da estabilidade, quando armazenadas sob 2 – 8o C.   

Os resultados obtidos (TAB. 6) demonstraram que H2Ac4oFPh-111In manteve sua 

estabilidade, durante as 24 h posteriores à radiomarcação, quando incubadas sob 

refrigeração. H2Ac4oFPh-67Ga, no entanto, teve sua estabilidade ligeiramente reduzida para 

91,0 ± 1,0%.  

H2Ac4Ph-111In teve a estabilidade significativamente reduzida, 24 h após a 

radiomarcação, indicando que, além de favorecer a complexação da TSC com os radiometais, 

a presença do flúor na posição orto do grupo fenila da molécula também contribui para o 

aumento da estabilidade dos complexos. 

 

TABELA 6: Estabilidade, determinada por CLAE (método B), das TSC radiomarcadas após 

armazenamento por 24 h, sob 2 - 8o C. 

Composto 

Pureza radioquímica  

30 minutos  

T.A. 

24h após radiomarcação 

Armazenadas 2 - 8oC 

H2Ac4oFPh-111In 86,4 ± 0,5% 83,8 ± 1,7 % 

H2Ac4oFPh-67Ga 97,5 ± 0,6% 91,0 ± 1,0% 

H2Ac4Ph-111In 79,0 ± 5,6% 31,0 ± 2,0% 

H2Ac4Ph-67Ga 70,0 ± 6,0% ND 

 

 

5.13 AVALIAÇÃO DA FARMACOCINÉTICA DA H2AC4OFPH-111IN E H2AC4OFPH-67GA 

 

Os estudos farmacocinéticos, demonstraram que a concentração plasmática de 

H2Ac4oFPh-111In foi reduzida a apenas 8% da atividade total injetada por mL de sangue 

(AI.mL-1), 2,5  min após a administração, tempo após o qual as análises da AI no sangue 

foram iniciadas.  No entanto, após este mesmo intervalo de tempo, cerca de 60% da AI.mL-1 

de H2Ac4oFPh-67Ga ainda permaneceu circulando no corpo dos animais (FIG. 28 a, b). 
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FIGURA 28: Curva de clareamento sanguíneo da H2Ac4oFPh-111In (A) e da H2Ac4oFPh-67Ga  (B) em 
camundongos Swiss sadios. 

 

Após 2,5 min, houve redução gradativa na porcentagem de ambas as moléculas 

circulantes, porém, o tempo de meia-vida (t½) da H2Ac4oFPh-67Ga foi menor que o t½ da 

H2Ac4oFPh-111In, tanto na fase exponencial rápida t½ (α)  quanto na lenta t½ (β), indicando 

que, a partir desse tempo, a taxa de clareamento sanguíneo da H2Ac4oFPh-67Ga é maior, 

quando comparada com a H2Ac4oFPh-111In. Os resultados de t½ (α), de ambas as moléculas, 

também indicam rápido clareamento sanguíneo (TAB. 7). No entanto, o t½ (β), de ambas as 

moléculas, apresentou-se relativamente alto. Os valores de depuração e volume de 

A 

B 
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distribuição foram maiores para H2Ac4oFPh-111In, indicando que ela é mais facilmente 

removida do sangue e se distribui de maneira mais eficaz para os tecidos. 

 

TABELA 7: Parâmetros farmacocinéticos para H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga 

determinados em camundongos Swiss sadios.  

Parâmetro  H2Ac4oFPh-111In H2Ac4oFPh-67Ga 

t½ ( )1 (min) 6,5 3,7 

t½ (β)2 (min) 1296 131,7 

3 (min-1) 0,106 0,189 

β4 (min-1) 0,00054 0,0053 

DP5 (mL.min-1) 0,018 0,0059 

Vd6 (L.kg-1) 33,56 1,13 

1tempo de meia-vida da fase rápida ou distributiva; 2tempo de meia-vida da fase lenta ou de eliminação; 

3
contante de distribuição; 

4
constante de eliminação; 

5
depuração; 

6
volume de distribuição 

 

5.14 AVALIAÇÃO DA BIODISTRIBUIÇÃO DA H2AC4OFPH-111IN E H2AC4OFPH-67GA EM 

CAMUNDONGOS SWISS  SADIOS 

 

O perfil de biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga, em diferentes 

tempos após administração, está representado nas FIG. 29 (a, b), como %AI.g-1.  Os 

resultados obtidos indicam os rins como a principal via de excreção e a captação pelo 

coração, pâncreas, estômago, intestino, músculo e encéfalo seguiu perfusão sanguínea, para 

ambas as moléculas (dado evidenciado pela manutenção da razão da atividade acumulada 

no sangue/órgão ao longo do tempo). 

Foi observada significativa captação das TSC radiomarcadas pelo fígado, indicando 

que este pode ser um órgão crítico do ponto de vista dosimétrico. A alta captação nos 

pulmões ocorreu, provavelmente, devido à sua alta vascularização. 
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FIGURA 29: Biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In (A) e da H2Ac4oFPh-67Ga (B) em camundongos Swiss 
sadios, 1, 3, 24 e 48 horas após administração i.v. (0,37 MBq). 

 

5.15 ESTUDOS CINTILOGRÁFICOS DA H2AC4OFPH-111IN E H2AC4OFPH-67GA EM CAMUNDONGOS 

SWISS SADIOS  

 

As imagens cintilográficas das TSC radiomarcadas estão apresentadas nas FIG. 30 e 

31. Áreas com maior concentração de atividade são mostradas em preto, seguidas em 

ordem decrescente de atividade pelas cores vermelho, laranja, amarelo, verde, azul e 

branco. Os resultados confirmaram os dados da biodistribuição e farmacocinética, indicando 

que H2Ac4oFPh-111In é mais facilmente removida do sangue e se distribui mais rapidamente 

para os tecidos. Animais administrados com H2Ac4oFPh-67Ga apresentaram radiação de 

fundo mais intensa, em todos os tempos analisados, quando comparados com aqueles 

A 

B 
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administrados com H2Ac4oFPh-111In, demonstrando que alta concentração da molécula 

ainda permanecia circulante.   

Ambas as moléculas apresentaram acúmulo abdominal gradativo decorrente, 

possivelmente, da alta captação hepática e renal. 

 

  

  

FIGURA 30: Estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-111In em camundongos Swiss sadios, 30 minutos, 1, 
3 e 24 horas após administração i.v. (1,85 MBq). 

24 horas p.a.  

30 minutos p.a. 1 hora p.a.  

3 horas p.a.  
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FIGURA 31: Estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-67Ga em camundongos Swiss sadios, 30 minutos, 1, 
3 e 24 horas após administração i.v. (1,85 MBq). 

 

5.16 AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO IN VIVO DA H2AC4OFPH-111IN E H2AC4OFPH-67GA COM O SÍTIO 

TUMORAL: ESTUDOS CINTILOGRÁFICOS EM MODELO ANIMAL DE TUMOR CEREBRAL 

 

Para avaliar a capacidade de interação da H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga com os 

alvos presentes no tumor cerebral in vivo, estudos cintilográficos foram realizados, 1 e 3 h 

após administração i.v. das moléculas radiomarcadas. As imagens adquiridas estão 

representadas nas FIG. 32 e 33. A captação tumoral de ambas as moléculas foi pouco 

evidenciada nas imagens cintilográficas devido à alta captação abdominal e conseqüente 

razão captação abdominal/captação tumoral elevada.  

30 minutos p.a. 1 hora p.a. 

3 horas p.a. 24 horas p.a. 
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FIGURA 32: Estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-111In em modelo animal de tumor cerebral, 1 e 3 
horas após administração i.v. (1,85 MBq). Região onde o tumor estava localizado está delimitada 
pelo círculo preto. 

 

  

FIGURA 33: Estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-67Ga em modelo animal de tumor cerebral, 1 e 3 
horas após administração i.v. (1,85 MBq). Região onde o tumor estava localizado está delimitada 
pelo círculo preto. 

 

Após os estudos cintilográficos, os animais foram eutanasiados e o tumor, o sangue, 

e os principais órgãos foram dissecados para quantificação da radioatividade.  

A atividade presente nos tumores está representada na FIG. 34, 1 e 3 h após a 

administração, como %AI.g-1. Os resultados obtidos demonstraram que as TSC 

1 hora p.a. 3 horas p.a. 

1 hora p.a. 3 horas p.a. 
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radiomarcadas foram captadas pelo tumor cerebral. A captação da H2Ac4oFPh-67Ga (4,77 ± 

0,8 %AI.g-1 e 4,79 ± 0,9 %AI.g-1; 1 e 3 h após a administração, respectivamente)  foi 

significativamente maior quando comparada com a H2Ac4oFPh-111In (1,03 ± 0,2 %AI.g-1 e 

1,05 ± 0,12 %AI.g-1; 1 e 3 h após a administração, respectivamente). Essa diferença, no 

entanto, não foi observada no estudo cintilográfico, uma vez que a radiação de fundo 

observada nos animais administrados com H2Ac4oFPh-67Ga também foi visivelmente maior 

do que aquela observada em animais administrados com H2Ac4oFPh-111In. Não houve 

diferença na captação, de ambas as moléculas, pelo tumor 1 e 3 h após a administração.  

 

 

FIGURA 34: Quantificação da captação tumoral da H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga 1 e 3 horas 
após a administração i.v. (1,85 MBq). 

 

Os perfis de biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga, 1 e 3 h após 

administração i.v. em modelo animal de tumor,  estão representados  nas FIG. 35 e 36, como 

%AI.g-1. Os perfis de biodistribuição, nos tempos analisados, foram semelhantes àqueles 

observados nos animais Swiss sadios. Porém, as atividades acumuladas em alguns órgãos 

dos camundongos Nude, como fígado, rins e baço, foram cerca de 2 - 3 vezes maiores do que 

aquelas acumuladas nos órgãos dos camundongos Swiss.  

 



Resultados 
 

108 

 

S
an

gue

C
ora

çã
o

P
ulm

ões

P
ân

cr
ea

s

B
aç

o

E
st

ôm
ag

o

Fíg
ad

o
R
in

s

In
te

st
in

os

M
úsc

ulo

Fêm
ur

E
ncé

fa
lo

0

5

10

15

20

25
1 hora

3 horas
%

A
I.
g

-1

 

FIGURA 35: Biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In, em modelo animal de tumor cerebral, 1 e 3 horas 
após administração i.v. (1,85 MBq). 

 

 

FIGURA 36: Biodistribuição da H2Ac4oFPh-67Ga, em modelo animal de tumor cerebral, 1 e 3 horas 
após administração i.v. (1,85 MBq). 

 

As razões da atividade acumulada no tumor/encéfalo, tumor/músculo e 

tumor/sangue calculadas, 1 e 3 h após a administração de H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-

67Ga, estão apresentadas na TAB. 8. Os resultados demonstraram que, apesar da razão da 

atividade acumulada no tumor/sangue ter apresentado valores menores que 1, para ambas 
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as TSC radiomarcadas, as razões tumor/órgão não alvo, representado pelo músculo e 

encéfalo, foram altas o suficiente para comprovar a existência de diferença significativa 

entre a captação pelo órgãos não-alvo e a captação pelo tumor. Essa razão, inclusive, tende 

a aumentar com o passar do tempo chegando a até aproximadamente 19 e 4, para 

tumor/encéfalo e tumor/músculo, respectivamente, em animais administrados com 

H2Ac4oFPh-111In.  

 

TABELA 8: Razão da atividade acumulada no tumor/órgão não alvo da H2Ac4oFPh-111In e 

H2Ac4oFPh-67Ga, 1 e 3 horas após a administração i.v. 

Composto Tempo 

Razão da atividade acumulada: tumor/órgão não 
alvo 

 Encéfalo Músculo Sangue 

H2Ac4oFPh-111In 

1 hora 4,42 ± 1,14 1,98 ± 0,17 0,15 ± 0,02 

3 horas 19,78 ± 9,01 3,85 ± 0,99 0,23 ± 0,02 

H2AoFc4Ph-67Ga 

1 hora 15,07 ± 2,81 1,82 ± 0,24 0,20 ± 0,03 

3 horas 12,51 ± 1,57 3,50 ± 0,36 0,55 ± 0,06 

 

 

5.17 CARACTERIZAÇÃO ADICIONAL DA H2AC4OFPH-111IN 

 

A H2Ac4oFPh foi radiomarcada de maneira satisfatória com os radioisótopos 111In e 

67Ga e, ambos os complexos radiometálicos sintetizados apresentaram captação pelo tumor 

cerebral, in vivo. Apesar da biodistribuição e imagens, em modelo animal de tumor, terem 

apresentado perfil semelhante para as duas TSC radiomarcadas, a H2Ac4oFPh-111In 

apresentou as seguintes vantagens em relação à H2Ac4oFPh-67Ga: 

- A reação de radiomarcação da H2Ac4oFPh-111In deu origem a um único produto final, 

diferente da reação de radiomarcação da H2Ac4oFPh-67Ga, que deu origem a dois diferentes 

produtos, com lipofilicidades distintas; 

- H2Ac4oFPh-111In apresentou maior atividade específica;  

- H2Ac4oFPh-111In manteve sua estabilidade, durante as 24 h posteriores à radiomarcação, 

quando incubada sob refrigeração, diferente da  H2Ac4oFPh-67Ga, que teve sua estabilidade 
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ligeiramente reduzida; 

- H2Ac4oFPh-111In foi mais facilmente removida do sangue e se distribuiu de maneira mais 

eficaz para os tecidos.  

Por essas razões, a H2Ac4oFPh-111In foi considerada mais adequada para o propósito 

deste trabalho e selecionada para a continuidade dos estudos. 

 

5.17.1 DETERMINAÇÃO EXPERIMENTAL DO COEFICIENTE DE PARTIÇÃO 

 

O log P experimental da H2Ac4oFPh-111In e do radioisótopo livre (111InCl3) está 

apresentado na TAB. 9. O valor negativo do log P (-1,19 ± 0,06), obtido para o 111InCl3, 

demonstra que ele apresenta maior afinidade pela fase aquosa, indicando que ele é pouco 

lipossolúvel. O mesmo não foi observado para a H2Ac4oFPh-111In (log P= 0,46 ± 0,08), 

indicando que ela é mais lipossolúvel e, sob o ponto de vista da lipossolubilidade, é capaz de 

atravessar facilmente as membranas celulares.  

 

TABELA 9: Coeficiente de partição (log P) (n-octanol : salina) experimental da H2Ac4oFPh-

111In. 

Composto Coeficiente de partição 

111InCl3 -1,19 ± 0,06 

111In-H2Ac4oFPh 0,46 ± 0,08 

 

 

5.17.2 ESTUDO DE INTERNALIZAÇÃO IN VITRO  

 

Estudos de internalização da H2Ac4oFPh-111In foram realizados na linhagem de 

células tumorais U-87MG e, com o intuito de determinar a especificidade da internalização, 

os estudos também foram realizados na presença de um excesso molar (100x) da TSC fria.  

Os resultados obtidos estão apresentados na FIG. 37 e demonstraram que a fração 

internalizada da H2Ac4oFPh-111In aumentou gradativamente ao longo do tempo atingindo 

plateau de 75 - 80% do total adicionado, 2 h após a incubação. Essa porcentagem se 
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manteve constante por até 4 h de incubação, quando o ensaio foi finalizado, indicando que 

além de ser rapidamente internalizada pelas células tumorais, a H2Ac4oFPh-111In fica retida 

no interior das células. A incubação da H2Ac4oFPh-111In na presença de um excesso molar da 

TSC fria, não alterou seu perfil de internalização, sugerindo que não houve competição pela 

ligação em um determinado receptor específico e que a internalização ocorreu por difusão 

passiva através da membrana lipídica.  

 

 

FIGURA 37: Perfil de internalização total e não específica (NE) em função do tempo de incubação 
com H2Ac4oFPh-111In. Resultado expresso em porcentagem do total da TSC radiomarcada 
adicionada. 

 

5.17.3 DETERMINAÇÃO DO COMPORTAMENTO EM SORO HUMANO IN VITRO 

 

Com o objetivo de avaliar o comportamento da H2Ac4oFPh-111In em soro humano, a 

TSC radiomarcada foi incubada à 37°C, em soro humano fresco, como descrito na 

metodologia. Os resultados obtidos estão apresentados na FIG. 38 e TAB. 10, e 

demonstraram que, já após 10 min de incubação em soro humano, cerca de 80% do total da 

H2Ac4oFPh-111In adicionado encontrava-se ligado às proteínas plasmáticas. Essa fração 

ligada às proteínas permaneceu praticamente inalterada nos demais tempos de incubação 

analisados. A análise em CLAE, demonstrou que dos 20% da H2Ac4oFPh-111In que 

permanecia livre no plasma, apenas cerca de 2% era correspondente à H2Ac4oFPh-111In; o 
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restante da fração livre no plasma era correspondente ao 111In livre, evidenciando a 

impureza presente na molécula marcada (111InCl3 livre) e possivelmente, uma pequena 

fração de 111In+3 que se descomplexou da TSC. 

 

 

FIGURA 38: Quantificação da H2Ac4oFPh-111In ligada às proteínas plasmáticas ou livre no plasma. 

 

 

TABELA 10: Análise em CLAE (método B) da H2Ac4oFPh-111In livre após diferentes tempos de 

incubação em soro humano (% do total adicionado). 

Composto Tempo de incubação 

 10 min. 30 min. 1 hora 3 horas 24 horas 

H2Ac4oFPh-111In 

livre no soro 
1,0 ± 1,0% nd 2,0 ± 0,0% nd 1,5 ± 0,5% 

 

 

5.17.4 ESTUDO CINTILOGRÁFICO DA H2AC4OFPH-111IN E 
111INCL3 EM CAMUNDONGOS SWISS 

SADIOS: ANÁLISE COMPARATIVA  

 

Com o intuito de avaliar se a biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In se distingue da 

biodistribuição do 111InCl3, 50 Ci (1,85 MBq) do radioisótopo livre foi administrado em 

camundongos Swiss sadios que, 1, 3 e 24 h após a administração, foram utilizados para 

estudos de imagem cintilográfica. As imagens adquiridas foram comparadas àquelas obtidas 

de animais administrados com a TSC radiomarcada. Esta análise permitiu determinar se a 
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imagem era realmente característica da TSC radiomarcada ou se representava, apenas, a 

biodistribuição do 111InCl3 livre que, ocasionalmente, poderia se desligar da TSC.  

As imagens adquiridas estão representadas na FIG. 39 e mostraram nítida distinção 

entre a biodistribuição do  111InCl3 e H2Ac4oFPh-111In, em todos os tempos analisados. Este 

resultado é bastante satisfatório e indica que H2Ac4oFPh mantém sua estabilidade e não se 

descomplexa facilmente do radiometal.  
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FIGURA 39: Análise comparativa das imagens cintilográficas obtidas 1, 3 e 24h após administração i.v 
de H2Ac4oFPh-111In ou 111InCl3 (1,85 MBq) em animais Swiss sadios. 

 

111InCl3 

3 horas p.a. 

H2Ac4oFPh-111In 

3 horas p.a. 

H2Ac4oFPh-111In 

1 hora p.a. 

H2Ac4oFPh-111In 

24 horas p.a. 

111InCl3 

24 horas p.a. 

111InCl3 

1 hora p.a. 
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5.17.5 ESTUDOS CINTILOGRÁFICOS EM MODELO ANIMAL DE TUMOR CEREBRAL, 24 E 48 HORAS 

APÓS A ADMINISTRAÇÃO INTRAVENOSA ( I.V). 

 

Estudos cintilográficos foram realizados 24 e 48 h após a administração intravenosa 

da H2Ac4oFPh-111In. Os resultados obtidos estão representados na FIG. 40 e demonstraram 

que as imagens tardias apresentaram redução significativa da radiação de fundo e, como 

consequência, foi possível observar maior distinção entre a captação tumoral e a captação 

pelos órgãos adjacentes. A captação abdominal permaneceu alta quando comparada à 

captação tumoral e demais regiões do corpo. 

 

  

FIGURA 40: Estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-111In em modelo animal de tumor cerebral, 24 e 48 
horas após administração i.v. (1,85 MBq). Região onde o tumor estava localizado está delimitada 
pelo círculo preto. 

 

Após os estudos cintilográficos, os animais foram eutanasiados e o tumor, o sangue, 

e os principais órgãos foram dissecados para quantificação da radioatividade. A atividade 

presente nos tumores está representada na FIG. 41, como %AI.g-1.   A %AI.g-1 observada 3 h 

após administração foi projetada na mesma figura a título de comparação. Os resultados 

obtidos demonstraram que a concentração de H2Ac4oFPh-111In no tumor aumentou até 24 

h após administração atingindo, aproximadamente, 1,5% da AI.g-1. Quarenta e oito horas 

após administração a concentração retornou ao valor observado 3 h após administração, 

restando ainda aproximadamente 1% da AI.g1. 

24 horas p.a. 48 horas p.a. 
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FIGURA 41: Quantificação da captação tumoral da H2Ac4oFPh-111In 3, 24 e 48  horas após a 
administração i.v. (1,85 MBq). 

 

A atividade de H2Ac4oFPh-111In presente nos principais órgãos dos animais, 24 e 48 h 

após administração i.v.,  estão representados  na FIG. 42, como %AI.g-1. Nestes tempos 

tardios, uma fração considerável da atividade injetada encontrava-se acumulada no fígado, 

rins e baço, órgãos que, provavelmente, foram responsáveis pela alta retenção abdominal da 

H2Ac4oFPh-111In observada nas imagens cintilográficas. 

As razões da atividade acumulada no tumor/encéfalo, tumor/músculo e 

tumor/sangue calculadas, 24 e 48 h após a administração de H2Ac4oFPh-111In, estão 

apresentadas na TAB. 11. As razões tumor/músculo e tumor/encéfalo, permaneceram tão 

altas quanto aquelas observadas 1 e 3 h após administração. No entanto, a razão 

tumor/sangue foi cerca de 2 vezes maior do que aquela observada nos tempos iniciais pós-

administração. O aumento dessa razão foi, certamente, responsável pela maior distinção 

entre a captação tumoral e a captação pelos órgãos adjacentes observada nas imagens e 

citada anteriormente.  
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FIGURA 42: Biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In, em modelo animal de tumor cerebral, 24 e 48 horas 
após administração i.v. (1,85 MBq). 

 

 

TABELA 11: Razão da atividade acumulada no tumor/órgão não alvo da H2Ac4oFPh-111In, 24 

e 48 horas após administração i.v. 

Composto Tempo 
Razão: tumor/órgão não alvo 

 Encéfalo Músculo Sangue 

H2Ac4oFPh-111In 

24 horas  21,12 ± 5,6 1,90 ± 0,28  0,52 ± 0,03  

48 horas 16,50 ± 7,1 2,43 ± 0,43  0,46 ± 0,04  

 

 

5.17.6 ESTUDOS CINTILOGRÁFICOS EM MODELO ANIMAL DE TUMOR CEREBRAL, APÓS 

ADMINISTRAÇÃO POR VIA INTRATUMORAL (I.T.) 

 

Para avaliar a retenção da H2Ac4oFPh-111In pelas células de tumor cerebral (U-

87MG) in vivo, obtendo assim a estimativa da sua potencialidade para uso em terapia local 

complexada a emissores de partículas, a TSC radiomarcada foi injetada em modelo animal de 

tumor por via intratumoral. Diferentes tempos após a administração (3, 24 e 48 h), imagens 

cintilográficas foram obtidas e estão representadas na FIG. 43. 

As imagens obtidas demonstraram que H2Ac4oFPh-111In penetrou e se distribuiu 
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rapidamente já 3 h após a administração, quando a primeira imagem foi obtida.  Como 

esperado, a distribuição da dose foi reduzindo gradativamente com a aproximação da 

região periférica do tumor, em todos os tempos analisados, e a atividade depositada na 

região do tumor foi visivelmente maior do que aquela observada nas demais regiões do 

corpo dos animais, mesmo 48 h após administração. 

 

  

 

FIGURA 43: Estudos cintilográficos da H2Ac4oFPh-111In em modelo animal de tumor cerebral, 3, 24 e 
48  horas após administração i.t. (1,85 MBq). Região onde o tumor estava localizado está delimitada 
pelo círculo preto.  

 

Após os estudos cintilográficos, os animais foram eutanasiados e o tumor, o sangue, 

e os principais órgãos foram dissecados para quantificação da radioatividade. A atividade 

3 horas p.a. 24 horas p.a. 

48 horas p.a. 
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presente nos tumores está representada nas FIG. 44 como %AI.g-1. Os resultados obtidos 

demonstraram que a administração intratumoral aumentou consideravelmente a atividade 

no tumor: cerca de 80% da %AI.g-1 ficou retida no tumor por até 24 h após a administração 

e, 48 h após a administração, ainda houve retenção significativa, atingindo 

aproximadamente 40% da %AI.g-1.  

 

 

FIGURA 44: Quantificação da captação tumoral da H2Ac4oFPh-111In 3, 24 e 48 horas após a 
administração i.t.  

 

A atividade de H2Ac4oFPh-111In presente nos principais órgãos dos animais, 3, 24 e 

48 h após administração i.t.,  estão representados  na FIG. 45, como %AI.g-1. A injeção 

intratumoral, além de promover maior retenção da AI no tumor, reduziu a atividade 

acumulada nos órgãos, principalmente naqueles mais críticos sob o ponto de vista 

dosimétrico, como fígado e rins. A atividade presente no fígado e rins reduziu, 48 h após a 

administração i.t., cerca de 9 e 1,3 vezes, respectivamente. 
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FIGURA 45: Biodistribuição da H2Ac4oFPh-111In, em modelo animal de tumor cerebral, 3, 24 e 48 
horas após administração i.t. (1,85 MBq). 

 

As razões da atividade acumulada tumor/encéfalo, tumor/músculo e tumor/sangue 

calculadas, 3, 24 e 48 h após a administração de H2Ac4oFPh-111In, estão apresentadas na 

TAB. 12. Os valores foram superiores, em todos os tempos testados, àqueles obtidos após 

injeção intravenosa. Quarenta e oito horas após administração, os valores foram cerca de 

28, 85 e 185 vezes maiores do que as razões tumor/encéfalo, tumor/músculo e 

tumor/sangue, respectivamente. Estes resultados são bastante promissores e indicam que a 

TSC estudada apresenta difusão e retenção tumoral adequadas para tratamento local de 

glioblastoma. 
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TABELA 12: Razão da atividade acumulada no tumor/órgão não alvo da H2Ac4oFPh-111In, 3, 

24  e 48 horas após administração i.t. 

Composto Tempo 
Razão: tumor/órgão não alvo 

 Encéfalo Músculo Sangue 

H2Ac4oFPh-111In 

3 horas 460,88 ± 28,30  489,34 ± 32,99   35,51 ± 7,88  

24 horas  507,00 ± 46,04  159,60 ± 41,78  36, 09 ± 6,31  

48 horas 462,31 ± 58,90  207,11 ± 59,95  85, 09 ± 16,77  

 

 

 



 

 6 

DISCUSSÃO 

 

O câncer mata milhões de pessoas todos os anos e, atualmente, já é considerado um 

evidente problema de saúde pública mundial (INCA, 2012). Um grande número de 

quimioterápicos encontra-se disponível para aplicação clínica em terapia oncológica, porém, 

a resistência de alguns tipos de câncer e a toxicidade para as células normais são apontadas 

como as principais causas da falha terapêutica e aumento da mortalidade promovida por 

essa doença. Sendo assim, o desenvolvimento de substâncias com baixa toxicidade e com 

potencial terapêutico, é a principal ferramenta na tentativa de aumentar a sobrevida dos 

pacientes e garantir a segurança e eficácia do tratamento.  

As tiossemicarbazonas constituem uma classe de compostos sintéticos com diversas 

atividades biológicas, incluindo atividade antitumoral (Feun et al., 2002; Mendes et al., 

2009). Apesar de vários estudos demonstrarem o grande potencial das TSC como agentes 

terapêuticos, diferentes modificações químicas realizadas em moléculas pertencentes a essa 

classe indicam novas possibilidades para aplicações e ainda necessitam de estudos 

aprofundados. Por esse motivo, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a potencial 

aplicação de diferentes derivados de 2-acetilpiridina N-4 fenil tiossemicarbazonas (H2Ac4Ph) 

para terapia oncológica. 

Todos os derivados de H2Ac4Ph testados foram citotóxicos de forma dose-

dependente para linhagens de células de tumor de mama e cerebrais, com IC50 na ordem de 

nanomolar. Além disso, as TSC testadas se mostraram mais potentes do que o etoposídeo, 

antineoplásico bastante utilizado na clínica médica, e não induziram hemólise em 

concentrações menores que 10000 nM. A linhagem de tumor de mama apresentou maior 

sensibilidade à grande maioria dos compostos, quando comparada com as duas linhagens de 

glioblastoma. No entanto, não foi observada diferença significativa na taxa de sobrevivência 
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das células U-87MG e T98-G tratadas, sugerindo que a mutação na proteína p53, presente 

nas células T98-G, não interfere na citotoxicidade induzida pelas TSC.  

Em geral, os compostos que possuem o halogênio na posição orto foram mais 

potentes do que seus respectivos isômeros com halogênio na posição meta ou para do 

grupo fenila e, o composto que possui o nitro na posição para foi o menos potente dentre 

todos os compostos testados. H2Ac4oFPh e H2Ac4oClPh apresentaram a maior atividade 

antitumoral, sugerindo que a adição de cloro ou flúor na posição orto do grupo fenila é uma 

boa estratégia para aumentar a citotoxicidade de H2Ac4Ph.  

A inserção de halogênios em moléculas com propriedades terapêuticas, em geral, 

promove o aumento da permeabilidade à membrana plasmática, proporciona maior 

estabilidade à molécula e favorece as interações eletrostáticas que garantem maior 

afinidade com o alvo. Diversos artigos científicos e patentes relacionados à química 

medicinal tratam da inserção de halogênios durante a síntese final dos compostos, 

principalmente de flúor e cloro (Hernandes et al., 2010). Os resultados obtidos neste 

trabalho estão de acordo com esses artigos e patentes que demonstram os benefícios da 

inserção de flúor e cloro nas moléculas candidatas a fármacos. 

Em estudo recente, publicado pelo nosso grupo de pesquisa (Soares et al., 2012), foi 

realizada a avaliação da relação estrutura-atividade (REA), dos 13 diferentes derivados de 

TSC testados no presente trabalho. O objetivo desse estudo foi identificar, por meio de 

cálculos teóricos, as propriedades estéricas e eletrônicas envolvidas na atividade antitumoral 

das TSC. A área superficial molecular, o coeficiente de partição teórico (octanol-água), o 

momento dipolo e as energias do HOMO e LUMO foram correlacionadas com o pIC50 (-

logIC50) obtido para cada composto. Os resultados obtidos demonstraram que quanto 

menor a área superficial molecular, maior citotoxicidade dos compostos para as células 

tumorais. Também foi encontrada correlação direta entre a energia do HOMO e a atividade 

antitumoral dos compostos para células U-87MG e MCF-7, o que representa um resultado 

interessante, uma vez que a energia do HOMO está diretamente relacionada com a 

reatividade da molécula. Além disso, a correlação entre a citotoxicidade e a carga do átomo 

de enxofre indicou que, quanto mais negativamente carregado estiver este átomo, maior é o 

efeito citotóxico da TSC. 

As diversas atividades biológicas das TSC também são relacionadas à capacidade 

destes compostos atuarem como quelantes de metais, inibindo a ação fisiológica de algumas 
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metaloproteínas celulares (French et al., 1966) e, consequentemente, induzindo as células à 

morte. 

As células tumorais tratadas com os derivados de H2Ac4Ph apresentaram alterações 

morfológicas bastante visíveis tais como: irregularidades na membrana plasmática, redução 

do volume citoplasmático, formação de blebs, condensação da cromatina, fragmentação do 

DNA e formação de corpos apoptóticos. Além disso, o tratamento com TSC não induziu 

alteração da integridade de membrana das células e promoveu a externalização de 

fosfatidilserina. Todas essas características indicam que, após serem tratadas com as TSC, as 

células tumorais são induzidas à morte por apoptose.  

Alguns autores também demonstraram que as TSC são capazes de induzir a morte 

apoptótica em células tumorais. Yuan e colaboradores (2004) demonstraram que a di-2 

piridilcetona-4,4 dimetil-3 tiossemicarbazona (Dp44mT) apresentou atividade antitumoral 

seletiva e foi capaz de induzir a apoptose em células de câncer de pulmão. Estes autores 

demonstraram, ainda, que a apoptose induzida pela Dp44mT é mediada pela liberação de 

citocromo c da mitocôndria e posterior ativação de caspases (Yuan et al., 2004).  

Foi possível observar, também, que as células tratadas com os derivados de H2Ac4Ph 

apresentaram compartimentos citoplasmáticos ácidos característicos do processo de morte 

autofágica, sugerindo que, assim como os quimioterápicos cisplatina e etoposídeo (Baskic et 

al., 2006; Lee et al., 2007), as TSC são capazes de induzir apoptose e autofagia das células 

tumorais. De fato, é sabido que apoptose e autofagia podem ocorrer mutuamente 

promovendo a morte (Gozuacik et al., 2004). No entanto, testes mais específicos, como a 

quantificação da proteína autofágica LC3, são necessários para confirmar a hipótese de 

morte autofágica. 

A confirmação dessa hipótese poderá aumentar, ainda mais, as chances de as TSC em 

estudo serem consideradas protótipos promissores para utilização como quimioterápicos 

antitumorais. Isso porque, aparentemente, o sucesso do tratamento quimioterápico não 

depende apenas da indução da apoptose, principalmente em tumores resistentes a esse tipo 

de morte. A indução alternativa de outro tipo de morte, como a autofagia, pode certamente 

representar novas possibilidades para um tratamento antitumoral mais eficaz (de Bruin et 

al., 2008). 

O mecanismo de ação de vários quelantes de metais é dependente não só da 
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quelação propriamente dita, mas também da capacidade do complexo quelante-metal em 

formar espécies reativas de oxigênio (ROS). Na sua forma reduzida, o complexo pode reagir 

com o oxigênio molecular promovendo a geração de ROS e induzindo dano de biomoléculas 

celulares essenciais (Jansson et al., 2010b). No entanto, os danos promovidos pelas ROS não 

matam as células diretamente. Eles desencadeiam uma cascata de sinalização celular que 

induz a morte por apoptose (Ozben, 2007). A peroxidação de lipídios de membrana (PL) é 

consequência inevitável do estresse oxidativo induzido por ROS e desempenha papel crucial 

na sinalização induzida por elas. A oxidação de ácidos graxos leva à geração de peróxidos 

lipídicos que, então, iniciam uma reação em cadeia, destruindo a membrana plasmática e de 

organelas, e promovendo a morte subsequente (Yang et al., 2003). 

O tratamento com a H2Ac4oFPh aumentou significativamente a geração ROS e a 

peroxidação lipídica nas células de glioblastoma, sugerindo que o estresse oxidativo induzido 

pela TSC é responsável, ao menos em parte, pela apoptose induzida por essa TSC. Estes 

resultados estão de acordo com diversos trabalhos que demonstraram a correlação positiva 

entre a geração de ROS e efeito antitumoral de diferentes classes de TSC (Shao et al., 2006; 

Jansson et al., 2010a; Hancock et al., 2011; Stefani et al., 2011). Além disso, estes resultados 

também demonstram que, diferente do que se pensava inicialmente, a remoção do ferro de 

enzimas importantes para a fisiologia celular não é a única responsável pelo efeito 

antitumoral das TSC. O efeito redox do complexo metálico de TSC formado também é 

responsável, ao menos em parte, por este efeito.  

Vários mecanismos podem estar envolvidos na apoptose induzida por ROS: danos no 

DNA, induzidos por ROS, podem resultar na ativação de p53 e induzir apoptose mediada por 

essa proteína (Ott et al., 2007); ROS também podem ativar a via de sinalização ASK1/JNK e 

desencadear a apoptose (Circu et al., 2010), além de poderem gerar poros nas membranas 

mitocondriais promovendo a liberação de citocromo c e induzindo este tipo de morte 

(Fruehauf et al., 2007; Fogg et al., 2011).  

Estudos recentes demonstraram que a sinalização da apoptose mediada por ROS 

pode estar associada à diminuição dos níveis de glutationa celular (L-γ-glutamil-L-cisteinil-

glicina, GSH) e consequente perda de equilíbrio redox celular. A GSH é o tiol intracelular mais 

abundante, e está envolvido em muitas funções celulares, incluindo defesa antioxidante que 

ocorre por meio da interação direta com ROS ou por meio de atividades enzimáticas, como 

de GSH peroxidases e GSH-S-transferases (Fruehauf et al., 2007). A GSH desempenha um 
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papel essencial na manutenção do ambiente redox intracelular. Ela é predominantemente 

presente na sua forma reduzida, GSH, que também é a forma biologicamente ativa. Porém, 

em condições de estresse oxidativo, ela é oxidada (GSSG) resultando em diminuição da razão 

GSH/GSSG (Circu et al., 2010). O desequilíbrio da razão GSH/GSSG, mais especificamente o 

aumento da GSSG, precede, cineticamente, a perda da integridade mitocondrial, liberação 

de citocromo-c e ativação da caspase-3 (Circu et al., 2008). 

Yu e colaboradores (2011) demonstraram que a di-2-piridilcetona-4,4-dimetil-3-TSC e 

a 2-benzoilpiridina-4,4-dimetil-3-TSC são capazes de reduzir a razão GSH/GSSH em células 

tumorais. Estudos mais aprofundados são necessários para comprovar se sinalização da 

apoptose mediada por ROS, em células tratadas com H2Ac4oFPh, está associada à 

diminuição dos níveis de glutationa celular. 

Os bons resultados obtidos nos estudos in vitro estimularam a avaliação do efeito 

antitumoral da H2Ac4oFPh in vivo, entretanto, a avaliação da tolerância ao tratamento com 

a máxima concentração solúvel em solução veículo (5 mg.kg-1) foi realizada previamente a 

este estudo. Com o intuito de potencializar o efeito antitumoral sem, no entanto, promover 

efeitos tóxicos elevados, o tratamento foi realizado durante quatro dias consecutivos, 

totalizando 20 mg.kg-1 de TSC por animal, administrados por via subcutânea. O tratamento 

não induziu alterações comportamentais, perda de massa corporal ou morte dos animais 

tratados, indicando que poderia ser utilizado, com segurança, nos testes para avaliação do 

seu efeito antitumoral in vivo.  

Este mesmo tratamento foi, então, testado em modelo animal de tumor cerebral por 

meio de dois protocolos distintos: o protocolo 1, no qual o tratamento foi iniciado 6 dias 

após o implante, quando ainda não havia massa tumoral mensurável, e o protocolo 2, no 

qual o tratamento foi iniciado 10 dias após o implante, quando já era possível identificar 

massa tumoral em crescimento. Apesar da H2Ac4oFPh ter apresentado potente atividade 

antitumoral in vitro, este efeito terapêutico não pôde ser observado, com tamanha eficácia, 

in vivo, com os protocolos de terapia utilizados.  

Em ambos os protocolos de tratamento foi observada a tendência à redução da taxa de 

crescimento tumoral nos animais tratados com a TSC, nos primeiros dias após o fim do 

tratamento. No entanto, ao final do experimento, não foi observada diferença estatística 

entre o volume tumoral dos animais controle e tratados com a TSC.  

A tendência à redução da taxa de crescimento tumoral foi bastante visível, 
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principalmente nos animais tratados de acordo com o protocolo 1, indicando que o 

tratamento com a TSC é mais eficaz quando utilizado em tumores ainda em estágio inicial de 

desenvolvimento e sugerindo que, se a terapia tivesse sido continuada por tempo 

prolongado, resultados mais satisfatórios poderiam ter sido obtidos. Outros diferentes 

protocolos de tratamento variando a dose, o tempo do início do tratamento, a duração do 

tratamento ou até mesmo utilizando a H2Ac4oFPh como adjuvante ou neoadjuvante a 

outras formas de terapia, devem ser testados a fim de se obter melhores resultados. Barker 

e colaboradores (2006) demonstraram recentemente que o tratamento de glioblastoma com 

a Triapina, in vivo, pode ser significativamente otimizado quando associado à radioterapia. 

Possivelmente, essa poderá ser uma boa estratégia para intensificar o efeito antitumoral da 

H2Ac4oFPh. 

Além de avaliar a aplicação dos derivados de 2-acetilpiridina N-4 fenil TSC para 

terapia oncológica, esse trabalho também teve como objetivo avaliar a possível aplicação 

desses derivados em diagnóstico oncológico. Isso porque a falta de diagnósticos precoces e 

precisos também tem sido relacionada ao aumento da mortalidade provocado pelo câncer, o 

que justifica a pesquisa de novas moléculas para esse propósito. Para isso, sondas 

radioativas da H2Ac4oFPh foram sintetizadas, utilizando os radioisótopos 111In e 67Ga como 

radiotraçadores. As possíveis alterações na eficiência da marcação promovidas pela 

presença do flúor no grupo fenila da molécula também foram avaliadas por meio da 

radiomarcação da H2Ac4Ph. 

A H2Ac4oFPh foi radiomarcada com sucesso apresentando atividade específica e 

pureza radioquímica adequadas. Essa TSC demonstrou ser um excelente quelante para os 

radiometais 111In e 67Ga e apresentou estabilidade e pureza radioquímica significativamente 

maiores do que os compostos formados a partir da radiomarcação da H2Ac4Ph, sugerindo 

que a presença do flúor na posição orto do grupo fenila da molécula favorece a complexação 

da TSC com os radiometais. A inserção de halogênios, como o flúor, em compostos orgânicos 

pode promover alterações volumétricas, conformacionais e permitem estabelecer ligações 

inter- e intramoleculares que são favoráveis às interações eletrostáticas (Hernandes et al., 

2010). Essas alterações, certamente, foram responsáveis pelos melhores resultados obtidos 

na complexação da H2Ac4oFPh com os radiometais, quando comparados com a H2Ac4Ph. 

É importante enfatizar que, apesar do tempo de reação entre H2Ac4oFPh e os 

radiometais ter sido padronizado em 30 min, a TSC pôde ser rapidamente radiomarcada. 
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Poucos segundos após a mistura dos reagentes já era possível observar a formação de um 

composto amarelado (dado não mostrado), característico da complexação entre TSC e 

metais (Chan et al., 2010). Além disso, o aumento da temperatura de reação não promoveu 

o aumento da pureza radioquímica dos compostos radiomarcados. Estes resultados são 

bastante interessantes e merecem atenção especial. Eles demonstram que H2Ac4oFPh se 

complexa facilmente com 111In e 67Ga, sem necessidade de aquecimento ou incubação por 

longo período de tempo, o que representa grande vantagem, uma vez que altas 

temperaturas podem promover a degradação da molécula e longos períodos de incubação 

inviabilizam a complexação com radioisótopos de meia vida curta. Um exemplo seria a 

complexação com o gálio-68 (68Ga), que possui meia-vida de 68 min e desperta grande 

interesse na clínica médica, já que permite imagens PET de altíssima resolução.  

A biodistribuição e as imagens cintilográficas obtidas após a administração i.v da 

H2Ac4oFPh-111In e H2Ac4oFPh-67Ga apresentaram perfil semelhante, indicando os rins como 

a principal via de excreção e demonstrando alta captação pelos órgãos abdominais, como o 

fígado e baço. No entanto, a H2Ac4oFPh-111In apresentou algumas vantagens em relação à 

H2Ac4oFPh-67Ga, como maior estabilidade in vitro e farmacocinética mais favorável para o 

propósito. A estabilidade da H2Ac4oFPh-111In também foi confirmada in vivo, já que a 

molécula apresentou significativa distinção entre seu perfil de biodistribuição e aquele 

observado após a administração do radioisótopo livre (111InCl3). 

O perfil de biodistribuição das moléculas marcadas em camundongos Nude, 

implantados com tumor cerebral, foi semelhante àquele observado nos animais Swiss 

sadios. Porém, as atividades acumuladas em alguns órgãos dos camundongos Nude, como 

fígado e rins, foram cerca de 2 - 3 vezes maiores do que aquelas acumuladas nos órgãos dos 

camundongos Swiss. Tal fato pode ter ocorrido devido à diferença das atividades de TSC 

radiomarcadas injetadas nos animais que foram utilizados apenas para os estudos de 

biodistribuição (animais Swiss) e os animais utilizados na imagem e que, posteriormente, 

tiveram seus órgãos removidos para quantificação da radioatividade (animais Nude). A 

atividade administrada para obtenção das imagens em camundongos Nude foi cerca de 5 

vezes maior do que aquela administrada para os estudos de biodistribuição em 

camundongos Swiss, devido à grande diferença de sensibilidade dos equipamentos utilizados 

para cada propósito. Apesar de todos os cálculos terem sido feitos baseados na 

porcentagem de atividade injetada, o aumento da concentração de moléculas marcadas 
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administradas, possivelmente, favoreceu o acúmulo destas nos órgãos.  

Além disso, diferenças inerentes aos tipos de animais utilizados, como massa 

corporal e volemia, e a presença de tumor vascularizado nos animais Nude, também são 

fatores importantes e que podem resultar em variações significativas na captação de 

moléculas radiomarcadas (Schroeder et al., 2010). 

Intensa radiação de fundo foi observada em imagens obtidas nos tempos iniciais após 

a administração da H2Ac4oFPh-111In, que pode ter sido ocasionado pela sua ligação às 

proteínas plasmáticas (Ritschel et al., 2009), o que impediu boa distinção entre a captação 

da molécula pelo sítio tumoral e aquela presente nos órgãos adjacentes. De fato, a análise 

do comportamento da H2Ac4oFPh-111In em soro humano in vitro, evidenciou alta ligação 

dessa molécula às proteínas plasmáticas.  

Muitos fármacos circulam na corrente sanguínea ligados às proteínas plasmáticas, no 

entanto, apenas a fração não-ligada constitui a forma farmacologicamente ativa (Rang et al., 

2012).  Apesar da H2Ac4oFPh-111In não circular livre no plasma, os dados de biodistribuição 

demonstraram que a maior parte da atividade injetada se distribui rapidamente pelos 

tecidos. Tal característica pode ser justificada pelo fato de moléculas lipofílicas poderem 

transpor facilmente as membranas e interagir com macromoléculas teciduais. Considerando 

a relação quantitativa plasma/macromoléculas teciduais é possível concluir que a ligação às 

proteínas plasmáticas pode não promover uma influência significativa no equilíbrio de 

distribuição de drogas que possuem solubilidade lipídica alta (Ritschel et al., 2009), como a 

H2Ac4oFPh-111In. No entanto, um pequeno, porém considerável número de moléculas 

marcadas deve permanecer circulando ligadas às proteínas plasmáticas, o que foi, 

certamente, responsável pela alta radiação de fundo visualizada nos estudos de imagem e 

pela alta T1/2 () evidenciada nos estudos farmacocinéticos. 

Imagens tardias (24 e 48 h após a administração i.v) apresentaram redução 

significativa da radiação de fundo permitindo melhor distinção entre a captação tumoral e a 

captação pelos órgãos adjacentes. No entanto, a captação abdominal permaneceu alta 

quando comparada à captação tumoral e demais regiões do corpo, impedindo melhor 

visualização do tumor. 

Outros autores têm dedicado atenção especial à aplicação das diferentes classes de 

TSC no diagnóstico em Medicina Nuclear. Em 2006, Wei e colaboradores radiomarcaram a 

Azabiciclo[3.2.2]nonano TSC com cobre-64 (EPH-64Cu). Assim como a H2Ac4oFPh-111In, a 
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EPH-64Cu apresentou alta captação hepática, renal, e esplênica. Apesar de também ser 

altamente captada por órgãos abdominais, EPH-64Cu se mostrou eficiente na detecção de 

tumores com alta expressão de topoisomerase II, por meio de imagens obtidas em PET/CT. 

Esses dados, juntamente com os resultados de biodistribuição do presente trabalho, que 

evidenciam alta captação da H2Ac4oFPh-111In pelo sítio tumoral, sugerem que se tivéssemos 

utilizado um equipamento mais sensível, como um SPECT/CT, ou até mesmo um software 

menos limitado, que permitisse filtrar a imagem em algumas regiões, imagens com nítida 

visualização do tumor poderiam ter sido obtidas. 

Na Medicina Nuclear é extremamente vantajoso que um radiofármaco penetre e 

fique retido no interior da célula alvo promovendo, assim, imagens com bom contraste ou 

terapia eficiente (Naqvi et al., 2011). Nesse sentido, os estudos de determinação do 

coeficiente de partição e de internalização permitem prever a eficácia de um radiofármaco, 

uma vez que determina a lipossolubilidade da molélula ou quantifica moléculas 

radiomarcadas no interior das células, respectivamente. 

A determinação do log P experimental da H2Ac4oFPh-111In demonstrou que ela é 

lipossolúvel e, sob o ponto de vista da lipossolubilidade, é capaz de atravessar facilmente as 

membranas celulares. Do mesmo modo, os estudos de internalização indicaram que além de 

ser rapidamente internalizada pelas células tumorais, a H2Ac4oFPh-111In fica retida no 

interior das células.  

A incubação da H2Ac4oFPh-111In na presença de um excesso molar da TSC fria, não 

alterou seu perfil de internalização, sugerindo que não houve competição pela ligação em 

um determinado receptor específico e que a internalização ocorreu por difusão passiva 

através da membrana lipídica. Esse resultado pode ser corroborado por aquele obtido na 

determinação experimental do coeficiente de partição óleo: água e com dados muito bem 

estabelecidos na literatura que demostram a permeabilidade das membranas biológicas às 

substâncias lipossolúveis (Ritschel et al., 2009). 

A elevada internalização da H2Ac4oFPh-111In pelas células tumorais in vitro, chamou 

a atenção para a possibilidade de utilização dessa TSC em terapia local de tumor cerebral. 

Esse tipo de terapia representa uma boa alternativa principalmente para o tratamento de 

glioblastoma multiforme, que possui natureza infiltrativa e não é facilmente ressecável. O 

tratamento local prévio deste tipo de tumor tem sido utilizado com intuito de reduzir o 

número de células tumorais dentro da massa tumoral principal e na zona de infiltração 
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restringindo, assim, o risco de disseminação de células tumorais durante a ressecção (Sheleg 

et al., 2002).  

No entanto, o fato do índio-111 ser um emissor gama, inviabiliza sua utilização, 

complexado à TSC, para terapia propriamente dita. Apesar disso, a administração local da 

molécula complexada ao índio-111 é extremamente importante para avaliar sua retenção no 

tumor e sua biodistribuição quando administrada por essa via, provendo assim, informações 

sobre a potencial aplicabilidade dessa molécula, complexada a um emissor alfa ou beta, para 

tratamento local de tumor. Merlo (1999), Cordier (2010) e colaboradores, após avaliarem a 

biodistribuição e a retenção tumoral do octreotídeo e da substância P complexados ao índio-

111, administradas por via intratumoral, utilizaram essas moléculas radiomarcadas com 

ítrio-90, um emissor beta puro, para tratamento local de glioblastoma multiforme em 

humanos e obtiveram bons resultados (Merlo et al., 1999; Cordier et al., 2010). Outro 

exemplo da importância de estudar as características de fármacos radiomarcados com indio-

111, previamente à sua utilização complexado a radioisótopos beta, é o radiofármaco 

Zevalin (Ibritumomab-90Y).  O kit comercial deste radiofármaco, utilizado para terapia de 

linfoma, inclui reagentes para a marcação do anticorpo com indio-111, que deve ser 

realizada previamente à marcação com o 90Y. Apenas pacientes que apresentarem 

biodistribuição normal do Ibritumomab-111In podem ser tratados com Ibritumomab-90Y, caso 

contrário, a terapia pode causar reações severas e até a morte do paciente (Galbraith, 2010). 

Após ser administrada por via intratumoral, a H2Ac4oFPh-111In penetrou e se 

distribuiu rapidamente na massa tumoral. Essa capacidade de se distribuir rapidamente na 

região alvo é bastante comum para moléculas pequenas, e representa uma grande 

vantagem em comparação com fármacos que possuem alta massa molecular, como 

proteínas ou anticorpos monoclonais, que se difundem mais lentamente (Cordier et al., 

2010). Além disso, atividade depositada na região do tumor foi significativamente maior do 

que aquela observada nos órgãos não alvo, mesmo 48 h após administração, indicando que 

a H2Ac4oFPh-111In permanece retida no tumor por um longo período de tempo.  

Estes resultados são bastante promissores e indicam que a TSC estudada apresenta 

difusão e retenção tumoral adequadas para tratamento local de glioblastoma. Associar a 

atividade citotóxica da H2Ac4oFPh com a propriedade terapêutica de radioisótopos 

emissores de partículas pode ser uma boa estratégia para o tratamento local desse tipo de 

tumor. Com este propósito, o ítrio-90 é um forte candidato para a radiomarcação da 
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H2Ac4oFPh, pois, além de ser um emissor beta puro, apresenta características químicas 

muito semelhantes às do índio-111 (Vallabhajosula, 2009) e, portanto, poderá, em teoria, 

complexar-se facilmente a esta TSC. 



 

7 

CONCLUSÕES 

 

 Todos os derivados de 2-acetilpiridina N-4 fenil tiossemicarbazonas testados foram 

citotóxicos para as linhagens de tumor de mama e cerebrais apresentando, inclusive, maior 

atividade antitumoral in vitro, do que o etoposídeo. 

 

 As TSC que possuem o halogênio ou nitro na posição orto apresentaram maior 

atividade antitumoral in vitro que seus respectivos isômeros com halogênio ou nitro na 

posição meta ou para do grupo fenila. 

 

 Os compostos H2Ac4oFPh e H2Ac4oClPh apresentaram a maior atividade 

antitumoral, dentre todos os compostos testados, com IC50 na ordem de nanomolar. 

 

 O tipo de morte induzido pelas TSC é a apoptose, porém a indução da morte 

autofágica não pode ser descartada. 

 

 O tratamento com H2Ac4oFPh induziu a geração de ROS e peroxidação lipídica em 

células de glioblastoma sugerindo que o estresse oxidativo é responsável, ao menos em 

parte, pela apoptose induzida por esta TSC. 

 

 A máxima concentração solúvel de H2Ac4oFPh, 5 mg.kg-1, administrada por via s.c., 

durante 4 dias consecutivos, não induziu alterações comportamentais, perda de massa 

corporal superior a 20% da massa total inicial ou morte dos animais tratados, demonstrando 

que ela não é tóxica.  
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 O tratamento realizado, em modelo animal de tumor cerebral, com 5 mg.kg-1 de 

H2Ac4oFPh, administrada por via s.c., durante 4 dias consecutivos, reduziu a taxa de 

crescimento tumoral nos primeiros dias após o tratamento, no entanto, este protocolo de  

tratamento não se mostrou eficaz ao final do experimento. 

 

 Sondas radioativas da H2Ac4oFPh foram sintetizadas, utilizando 111In e 67Ga como 

radiotraçadores, com atividade específica e pureza radioquímica satisfatórias. 

 

 A H2Ac4oFPh-111In apresentou vantagens em relação à H2Ac4oFPh-67Ga como: maior 

atividade específica, presença de um único produto final, maior estabilidade in vitro, maior 

volume de distribuição, maior clareamento sanguíneo e, portanto, foi considerada mais 

adequada para aplicação para estudos de imagem molecular. 

 

 H2Ac4oFPh-111In apresentou natureza lipossolúvel e foi facilmente internalizada 

pelas células de glioblastoma, in vitro. 

 

 H2Ac4oFPh-111In foi captada pelas células de glioblastoma in vivo, porém, a alta 

captação abdominal e a alta radiação de fundo não permitiram boa distinção do tumor nos 

estudos de imagem. 

 

 A administração intratumoral permitiu maior difusão e retenção da H2Ac4oFPh-111In 

no sítio tumoral e reduziu significativamente a atividade acumulada nos órgãos, sugerindo 

que esta TSC apresenta características adequadas para tratamento local de glioblastoma. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Realizar testes mais aprofundados com o intuito de confirmar a participação da 

autofagia no mecanismo de ação antitumoral da H2Ac4oFPh. 

 

 Estudar o mecanismo envolvido na apoptose induzida pela H2Ac4oFPh. 

 

 Avaliar a citotoxicidade das TSC em culturas de células normais, in vitro, e realizar 

estudos de genotoxicidade e mutagenicidade. 

 

 Testar novos protocolos de terapia in vivo com a H2Ac4oFPh variando a dose, o 

tempo do início do tratamento, a duração do tratamento ou até mesmo utilizando-a como 

adjuvante ou neoadjuvante a outras formas de terapia. 

 

 Adquirir imagens em SPECT/CT da H2Ac4oFPh-111In, em modelo animal de tumor cerebral 

e em outros modelos de tumor. 

 

 Realizar a radiomarcação da H2Ac4oFPh com emissores de partículas, como o ítrio-

90, e avaliar sua aplicabilidade para terapia local de glioblastoma multiforme.  
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