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RESUMO 

 

O câncer de próstata é um dos tumores de maior incidência entre os homens, 

apresentando elevados índices de mortalidade. Os atuais métodos de diagnóstico 

não são capazes de identificá-lo nos estágios iniciais, resultando muitas vezes em 

diagnóstico tardio com metástase. Assim, existe por parte da comunidade científica 

uma busca incessante por métodos de diagnóstico capazes de detectar com 

precocidade o tumor, facilitando o tratamento e aumentando as chances de cura. 

Nesse sentido, a medicina nuclear propicia métodos capazes de detectar tumores 

em estágios iniciais, pois se baseia em alterações bioquímicas e fisiológicas do 

tecido, como a super-expressão de receptores para o peptídeo liberador de gastrina 

(GRPr`s) pelas células de tumor de próstata. A bombesina, um tetradecapeptídeo 

isolado do sapo Bombina bombina, apresenta alta afinidade por esse receptor, pois 

é análoga ao peptídeo liberador de gastrina. Portanto, este trabalho tem como 

objetivo preparar o complexo 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) e usá-lo na 

identificação de tumor de próstata, linhagem LNCaP, em modelo experimental. Nos 

ensaios in vitro, alíquotas de 0,026 MBq do radiopeptídeo foram incubadas com 

2x106 células LNCaP em banho-maria à 37ºC, por 1 e 4 horas, com e sem adição 

prévia do peptídeo frio (n=3). O tumor de próstata foi induzido no flanco superior 

direito de camundongos, machos BALB/c nude, por meio da injeção subcutânea de 

5x106 células LNCaP ressuspendidas em 150 µL de Matrigel:meio RPMI-1640 (1:1). 

O perfil de biodistribuição (n=5) e as imagens cintilográficas (n=3) foram obtidos 1 e 

4 horas após a administração intravenosa de 7,4 MBq do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14). Para tanto, foram utilizados camundongos machos BALB/c sadios e 

animais com tumor de próstata com 15, 20 e 25 dias de desenvolvimento. Os 

resultados do estudo in vitro mostraram que a fração do radiopeptídeo que se ligou 

às células foi de 2,08±0,30% (1 hora) e 2,44±0,18% (4 horas). Dos percentuais que 

se ligaram, as frações que se internalizaram foram de 25,64±3,14% (1 hora) e 

25,27±2,05% (4 horas). Por outro lado, a incubação prévia das células com o 

peptídeo frio reduziu a ligação em 32,21% (1 hora) e 43,85% (4 horas). A 

internalização foi reduzida em 57,88% (1 hora) e 53,70% (4 horas). O perfil de 

biodistribuição do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos sadios e 

com tumor de próstata mostrou uma rápida depuração sanguínea, com elevada 

captação pelos rins. O percentual da dose injetada (%DI) do radiotraçador captado 



 

 

pelo tumor foi estatisticamente maior quando este apresentava 25 dias de 

desenvolvimento, aproximadamente 1% (1 hora) e 0,1% (4 horas). As imagens 

cintilográficas corroboraram com o perfil de biodistribuição do radiofármaco, 

observando-se intensa captação do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) pelos rins e 

pela bexiga, em todos os grupos investigados. Por outro lado, o foco tumoral foi 

melhor visualizado nos camundongos com tumor de próstata com 25 dias de 

desenvolvimento, apresentando tamanho em torno de 7,6 mm. Os resultados 

obtidos dos ensaios in vitro mostraram que o radiopeptídeo ligou-se especificamente 

aos GRPr`s presentes nas células LNCaP. Os dados dos estudos de biodistribuição 

e de imagens cintilográficas sugerem que o 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) pode 

ser usado para a identificação de tumor de próstata, linhagem LNCaP, por meio de 

imagens cintilográficas, em modelo experimental. 

 

Palavras-Chave: tumor de próstata; LNCaP; bombesina; tecnécio-99m. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Prostate cancer is one of the most prevalent tumors in men, showing high mortality 

rates. Current diagnostic methods are not able to identify early prostate carcinoma, 

often resulting in a late diagnosis with established metastasis. Thus, there is by the 

scientific community an incessant search for diagnostic methods for early 

assessment of prostate cancer, facilitating the treatment and increasing the chances 

of cure. In this context, nuclear medicine provides a diagnostic method which can 

detect tumors at an early stage, because it is based on biochemical and physiological 

changes of the tissue, such as overexpression of gastrin releasing peptide receptors 

(GRPr`s) by prostate cancer cells. Bombesin, a tetradecapeptide isolated from the 

frog Bombina bombina, has a high affinity for the GRPr`s, since it is analogous to 

gastrin releasing peptide. Therefore, this study aims to prepare the complex 99mTc-

HYNIC-βAla-Bombesin(7-14) and use it for the identification of prostate tumor, LNCaP 

line, in an experimental model. For in vitro assays, aliquots of 0.026 MBq of the 

radiopeptide were incubated with 2x106 LNCaP cells in a water bath at 37°C, for 1 

and 4 hours, with and without prior addition of cold peptide (n=3). Prostate tumors 

were induced into the upper right flank of male BALB/c nude mice by subcutaneous 

injection of 5x106 LNCaP cells resuspended in 150 µL of Matrigel:RPMI-1640 

medium (1:1). Biodistribution profile (n=5) and scintigraphic images (n=3) were 

obtained at 1 and 4 hours after intravenous injection of 7.4 MBq of 99mTc-HYNIC-

βAla-Bombesin(7-14). To assess this, healthy male BALB/c mice and tumor-bearing 

male BALB/c nude mice with 15, 20 and 25 days of tumor development were used. In 

vitro study results showed that the fraction of the radiopeptide which bound to LNCaP 

cells was 2.08±0.30% (1 hour) and 2.44±0.18% (4 hours). From the percentage 

which was bound, the internalized fractions were 25.64±3.14% (1 hour) and 

25.27±2.05% (4 hours). On the other hand, prior incubation of LNCaP cells with cold 

peptide reduced binding percentage in 32.21% (1 hour) and 43.85% (4 hours). 

Internalization percentage was reduced in 57.88% (1 hour) and 53.70% (4 hours). 

Biodistribution profile of 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesin(7-14) in healthy and tumor-

bearing mice showed rapid blood clearance, with high uptake by the kidneys. 

Percentage of injected dose (%ID) of the radiotracer captured by the tumor focus 

was significantly higher after 25 days of tumor development, approximately 1% (1 

hour) and 0.1% (4 hours). Scintigraphic images have confirmed the 



 

 

radiopharmaceutical biodistribution profile, showing intense uptake of 99mTc-HYNIC-

βAla-Bombesin(7-14) by kidneys and bladder, in all investigated groups. In contrast, 

the tumor focus was best viewed in tumor-bearing mice with 25 days of tumor 

development, with tumor size around 7.6 mm. In vitro assay results showed that the 

radiopeptide binds specifically to GRPr`s present in LNCaP cells surface. 

Biodistribution and scintigraphic images data suggest that 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesin(7-14) is able to identify prostate tumor, LNCaP line, by scintigraphic images 

in experimental model. 

 

Keywords: prostate tumor; LNCaP; bombesin; technetium-99m. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Câncer 

 

Câncer é um termo genérico utilizado para um conjunto de mais de 100 doenças que 

se caracterizam pela multiplicação desordenada de células que invadem tecidos e 

órgãos (tumor primário), podendo espalhar-se para outras regiões do corpo 

(metástase). Metástases são a principal causa de morte por câncer. Outros termos 

que podem ser utilizados como sinônimos de câncer são tumor maligno e neoplasia 

(WHO, 2011). 

 

O câncer está entre as causas mais comuns de morte no mundo. Em 2008, foram 

registrados cerca de 12,7 milhões de novos casos e a doença foi responsável por 

aproximadamente 13% (7,6 milhões) de todas as mortes ocorridas no mundo 

naquele ano (FERLAY, 2010). A perspectiva da Organização Mundial de Saúde 

(OMS) é que a taxa de mortalidade por câncer continue aumentando, atingindo 11,5 

milhões de óbitos em 2030, um crescimento de 51% (WHO, 2011). Essa elevação 

seria influenciada em parte pelo envelhecimento da população mundial, visto que a 

idade é um fator de risco para o desenvolvimento do câncer (DEPINHO, 2000). Os 

números estimados não são maiores devido à expectativa de redução na 

mortalidade com base nas intensas pesquisas na área da oncologia. O número de 

novos casos de câncer esperados para 2030 é de 15,5 milhões em todo o mundo 

(WHO, 2011). 

 

Os tipos mais frequentes de câncer no ano de 2008, para ambos os sexos, foram os 

cânceres de mama, de próstata e de pulmão, como pode ser observado no gráfico a 

seguir (Gráfico 1). 
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Gráfico 1 – Tipos de câncer mais frequentes em 2008, para ambos os sexos (adaptado de 

FERLAY, 2010). 
 

No Brasil, o Instituto Nacional de Câncer (INCA) estima 518.510 novos casos de 

câncer para o ano de 2012. Destes, 134.170 (25,9%) corresponderão ao câncer de 

pele não melanoma. À exceção deste tipo de câncer, os tipos mais incidentes entre 

os homens serão os cânceres de próstata, de pulmão, coloretal e de estômago, e 

entre as mulheres serão os cânceres de mama, de colo uterino, coloretal e da 

glândula tireóide, apresentando perfil semelhante ao observado nas estatísticas 

mundiais (INCA/MS, 2011). 
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A prevenção do câncer é de extrema importância, sendo um componente essencial 

de todos os programas de saúde para o controle da doença, uma vez que cerca de 

40% de todas as mortes causadas por câncer podem ser evitadas. Importantes 

fatores de risco para o desenvolvimento da doença são passíveis de prevenção, 

mas ainda causam milhares de óbitos por câncer todos os anos no mundo (WHO, 

2011):  

 

 Consumo do tabaco – responsável por 1,8 milhões de mortes; 

 Sobrepeso, obesidade e inatividade física – juntos são responsáveis por 

274.000 mortes; 

 Consumo excessivo de álcool – responsável por 351.000 mortes; 

 Infecção pelo vírus do papiloma humano (HPV) – responsável por 235.000 

mortes; 

 Carcinógenos ocupacionais – responsáveis por pelo menos 152.000 mortes. 

 

1.1.1 Carcinogênese 

 

O surgimento do câncer se dá a partir de uma única célula e se constitui, 

basicamente, de quatro etapas: iniciação, promoção, progressão e disseminação. 

 

Na etapa de iniciação, uma célula normal sofre a ação de um ou mais agentes 

cancerígenos, os quais provocam alterações no DNA (mutações genéticas) e a 

célula passa a receber instruções erradas para as suas atividades (PATRICK, 2005). 

Esse estímulo cancerígeno pode ser de três tipos (FILHO et al., 2004): 

 agente físico, como a radiação ionizante; 

 agente químico, como alguns componentes do tabaco, solventes orgânicos e 

aditivos químicos presentes nos alimentos industrializados; 

 agente biológico, como alguns tipos do HPV e os vírus das hepatites B e C. 

 

As alterações no DNA podem ocorrer em dois tipos de genes, os oncogenes e os 

genes supressores de tumor. Ambos são extremamente importantes para a 

manutenção do equilíbrio celular, visto que apresentam funções relacionadas ao 

controle do ciclo celular, ao reparo do DNA e a apoptose (WEINBERG, 2008). 
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Os oncogenes são originados dos protooncogenes e não desempenham 

adequadamente as funções anteriormente realizadas por seus antecessores, os 

protooncogenes. Como resultado dessa alteração, pode ocorrer aumento ou falha na 

síntese do produto desses genes, que pode ser, por exemplo, um receptor ou um 

fator de crescimento. Em ambos os casos ocorrerá proliferação desordenada das 

células. São exemplos de oncogenes os genes ras e myc, que estão envolvidos no 

desenvolvimento da maioria dos tumores (BOS, 1989; BISHOP, 1991, WEINBERG, 

2008). 

 

Os genes supressores de tumor apresentam funções de reparo do DNA e de 

regulação do ciclo celular. Portanto, o envolvimento desses genes na formação do 

câncer acontece quando os mesmos são desativados. Assim, as células perdem um 

importante aliado na contenção da formação do tumor, sendo este mecanismo tão 

importante quanto à ativação dos oncogenes. Dentre os genes supressores de 

tumor destacam-se o gene p53 e o gene Rb, envolvidos na regulação do ciclo 

celular. Dessa forma, mutações em um ou ambos os genes são determinantes para 

a formação dos cânceres (HAHN e WEINBERG, 2002; ROBBINS e COTRAN, 2010). 

    

Na etapa de promoção, os agentes oncogênicos promovem a proliferação da célula 

cancerosa (COUSSENS e WERB, 2002). Essa etapa da carcinogênese, bem como 

a anterior, gera modificações nas funções celulares, ocasionando alterações nas 

propriedades de membrana, nas interações célula-célula e no metabolismo celular, o 

que propicia a formação dos tumores (PAUWELS et al., 1998).  

 

Após o seu surgimento, o câncer passa pela etapa de progressão, em que pode 

sofrer modificações biológicas, tornando-se, em geral, mais agressivo e maligno. A 

última etapa da carcinogênese é a disseminação ou metástase, caracterizada pela 

migração de uma célula cancerosa do seu sítio de origem para outro órgão ou 

tecido, através de duas vias principais, a sanguínea e a linfática. No novo sítio, há a 

formação de uma nova lesão tumoral, mas sem continuidade com o tumor primário 

(FILHO et al., 2004). 
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1.1.2 Angiogênese 

 

Para que os tumores cresçam além de 1-2 mm de tamanho, há a necessidade de 

um suprimento aumentado de sangue, uma vez que as células neoplásicas precisam 

de um aporte elevado de nutrientes para a manutenção de seu acentuado 

metabolismo. Esse maior aporte sanguíneo é garantido pela angiogênese, ou seja, a 

formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-existentes e/ou de 

células tronco endoteliais circulantes, sendo fundamental para o crescimento tumoral 

e para o processo de metástase (CARMELIET, 2003; VIRREY et al., 2008; CHUA et 

al., 2010; JUN et al., 2010). 

 

A angiogênese é altamente específica para o processo neoplásico, visto que, exceto 

na cicatrização de feridas ou nos tecidos do sistema reprodutor feminino, apenas 

0,01% das células endoteliais normais estão envolvidas na angiogênese (HANAHAN 

e FOLKMAN, 1996). 

 

A indução da angiogênese deve-se a uma resposta ao stress causado pela hipóxia e 

pelo baixo pH (HARRIS, 2002), sendo controlada por um equilíbrio entre moléculas 

endógenas anti-angiogênicas e pró-angiogênicas (NYBERG et al., 2005). Dentre 

essas moléculas, podemos citar os fatores de crescimento pró-angiogênico, como o 

fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento de fibroblasto (PGF), além de 

enzimas proteolíticas, como as metaloproteinases e a plasmina. A hipóxia presente 

no tumor estimula as células cancerosas a secretar estes fatores no interstício, 

levando a degradação da membrana basal ao redor dos vasos pré-existentes, o que 

permite a migração de células endoteliais e, consequentemente, a formação de 

novos vasos (DESHPANDE et al., 2010; VERBRIDGE et al., 2010). 

 

No processo normal de angiogênese, os novos vasos formados se tornam maduros 

e se estabilizam rapidamente (CARMELIET e JAIN, 2000). Por outro lado, os vasos 

sanguíneos tumorais são caracterizados por estruturas tortuosas e irregulares, além 

de serem extremamente permeáveis devido à dilatação, à presença de fenestras e à 

falta de membrana basal (JAIN et al., 2002). O aumento na permeabilidade não é 

acompanhado pelo aumento na drenagem pelos vasos linfáticos. Assim, vasos 
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tumorais angiogênicos permitem a passagem de macromoléculas da circulação para 

o interstício tumoral e, uma vez no interstício, essas macromoléculas ficam retidas 

na região do tumor por falta de drenagem linfática intratumoral, sendo um fator 

importante para explicar a distribuição de fármacos antitumorais e agentes de 

diagnóstico para o microambiente do tumor (RUOSLAHTI, 2002; MUNN, 2003; 

GOSH et al., 2008). 

 

1.1.3 Super-expressão de receptores 

 

Diversos processos fisiológicos tornam-se exacerbados quando uma célula sofre 

malignização e podem ser usados para distinguir o tecido normal do canceroso (de 

BARROS et al., 2010). Por exemplo, uma célula normal pode expressar na 

superfície externa de sua membrana citoplasmática uma série de receptores de 

moléculas endógenas. Quando essa célula torna-se cancerosa, há um aumento na 

expressão desses receptores na superfície celular (SCHOTTELIUS e WESTER, 

2009). Uma variedade de receptores foi identificada em maior proporção em tecidos 

tumorais, especialmente receptores de peptídeos, como demonstrado a seguir 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Principais receptores de peptídeos super-expressos em células tumorais 

humanas (adaptado de SCHOTTELIUS e WESTER, 2009). 

RECEPTORES 
TUMORES COM SUPER-

EXPRESSÃO DE RECEPTORES 

Receptor de Somatostatina subtipo 2 
(sst2) 

Trato gastrointestinal, cérebro, 
pulmão, mama, rim, sistema 

linfático. 

ανβ3-Integrina 
Cérebro, ovário, mama, pele, 

pulmão. 

Receptor de Colecistocinina-B/Gastrina 
(CCK-B) 

Tireóide, pulmão, cérebro, ovário. 

Receptor do Peptídeo Liberador de Gastrina 
(GRPr) 

Próstata, mama, pulmão. 

 

/continua 
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Tabela 1 (Conclusão) 

Receptor de Melanocortina-1 
(MC1r) 

Pele. 

Receptor do Peptídeo Intestinal Vasoativo 
(VPAC1) 

Mama, ovário, endométrio, 
próstata, bexiga, cólon, esófago, 

cérebro. 

Receptor de Neurotensina 
(NTr) 

Pâncreas, osso, cérebro, mama, 
cólon. 

Receptor do Peptídeo Tipo-Glucagon 1 
(GLP-1) 

Pâncreas, ovário, próstata, 
cérebro, tireóide, adrenal. 

Receptor do Neuropeptídeo Y 
(Y1/Y2) 

Mama, ovário, adrenal, cérebro, 
rim, trato gastrointestinal, osso. 

Receptor de Quimiocina 
(CXCr4) 

Sistema Linfático, mama, próstata, 
pulmão. 

Receptor do Hormônio Liberador de 
Gonadotropina 

(GnRHr) 

Ovário, endométrio, próstata, 
mama. 

 

A super-expressão de receptores de peptídeos em células cancerosas, quando 

comparada à expressão endógena, permite a diferenciação entre os tecidos sadio e 

tumoral. Assim, esses receptores podem ser utilizados como alvo para agentes 

terapêuticos e/ou de diagnóstico (REUBI et al., 2002; KÖRNER et al., 2007; FERRO-

FLORES et al., 2010; HAUBNER e DECRISTOFORO, 2011). 

 

1.2 Câncer de próstata 

 

A próstata é uma glândula pequena localizada na porção inferior do abdômen, logo 

abaixo da bexiga e à frente do reto (Figura 1). Ela envolve a porção inicial da uretra, 

tubo pelo qual a urina armazenada na bexiga é eliminada, e produz parte do sêmen, 

líquido espesso que contém os espermatozoides, liberado durante o ato sexual. 
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Figura 1 – Representação esquemática da porção inferior do abdômen, mostrando a 

localização da próstata. 
 

O carcinoma de próstata tem acentuada relevância, pois é o 2º tipo de câncer mais 

prevalente entre os homens no mundo, sendo inferior apenas ao tumor pulmonar. 

Em 2008, foram registrados 899.102 novos casos da doença, segundo dados 

mundiais, representando 13,6% dos casos de câncer entre os homens naquele ano 

(FERLAY, 2010). 

 

No Brasil, o câncer de próstata também está em 2º lugar entre os tumores que 

afetam a população masculina, atrás apenas do câncer de pele não melanoma. As 

estimativas para 2012 apontam cerca de 60.180 novos casos de carcinoma de 

próstata no país, o que corresponderia à uma taxa bruta de incidência da doença de 

62,54 casos / 100.000 homens (INCA/MS, 2011). 

 

O carcinoma de próstata é considerado o câncer da 3ª idade, visto que 75% dos 

casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos. Outros fatores de risco para o 

desenvolvimento da doença, além da idade, são dieta, etnia e predisposição 

genética (PAUWELS et al.,1998; KAUR et al., 2006; VERMA et al., 2011). 
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O câncer de próstata comporta-se, inicialmente, como um tumor dependente de 

andrógenos, como testosterona e 5α-dihidrotestosterona. Assim, sofre regressão 

clínica em resposta a tratamentos farmacológicos ou cirúrgicos que causam redução 

nos níveis plasmáticos de tais hormônios. Entretanto, a maioria desses tumores 

sofre alterações que os convertem de um estado dependente de andrógenos para 

uma forma refratária a esses hormônios. Com isso, tais terapias se tornam 

ineficazes (JUARRANZ et al., 2001; LO et al., 2007; NABHAN et al., 2011; VERMA 

et al., 2011). As bases moleculares para a progressão do tumor de próstata para 

uma forma independente de andrógenos ainda é pouco conhecida. Porém, sabe-se 

que os receptores de andrógenos podem ser ativados indiretamente por substâncias 

cujos receptores de membrana acoplados a proteína G são expressos nas células 

tumorais de próstata (XIE et al., 2007). 

 

As células normais da próstata expressam, na superfície externa de sua membrana 

citoplasmática, diversos receptores de peptídeos, cujas expressões encontram-se 

exacerbadas nas células tumorais da próstata. Como exemplos desses receptores, 

podem-se citar os receptores do peptídeo liberador de gastrina (GRP), do peptídeo 

intestinal vasoativo (VIP) e da somatostatina (JUARRANZ et al., 2001; WEINER e 

THAKUR, 2002; SCHOTTELIUS e WESTER, 2009). Assim como em outros tipos de 

tumores, essa diferença na expressão de receptores de peptídeos, entre as células 

prostáticas normais e cancerosas, permite a diferenciação entre os tecidos sadio e 

tumoral, podendo funcionar como alvos para agentes terapêuticos e/ou de 

diagnóstico. 

 

1.2.1 Diagnóstico 

 

Os atuais métodos utilizados para o diagnóstico do câncer de próstata são o toque 

retal, a dosagem do antígeno prostático específico (PSA) e a biópsia (INCA/MS, 

2002; de VISSCHERE et al., 2010; VERMA et al., 2011). 

 

O toque retal é o exame mais utilizado e tem como objetivo avaliar a forma, a 

simetria, a firmeza e a nodularidade da glândula, além de detectar próstatas 

grosseiramente alargadas (de VISSCHERE et al., 2010). Entretanto, esse 

procedimento avalia apenas as porções posterior e lateral da próstata, 
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negligenciando 40 a 50% dos tumores. Dessa forma, apresenta uma sensibilidade 

de apenas 55 a 68% e um valor preditivo positivo em torno de 25 a 28% (INCA/MS, 

2002). 

 

A dosagem do PSA é um exame que deve ser associado ao toque retal. O nível de 4 

ng/ml é aceito como valor limite normal. Quando a dosagem do PSA está acima de 

10 ng/ml, há indicação formal para biópsia. Para níveis do PSA entre 4 e 10 ng/ml, 

deve-se também acompanhar periodicamente a evolução desses níveis e levar em 

consideração a relação PSA livre/total. Porém, há questionamentos sobre o ponto de 

corte ideal e clinicamente significativo dos níveis do PSA, uma vez que as células 

epiteliais da próstata, além das células cancerosas, também o produzem. Dessa 

forma, os níveis do PSA podem aumentar em casos benignos, como prostatite e 

hiperplasia benigna prostática, e em processos fisiológicos normais, como a 

ejaculação (INCA/MS, 2002; de VISSCHERE et al., 2010). Além disso, sabe-se que 

alguns tumores não alteram os níveis do PSA e que níveis desse antígeno não estão 

correlacionados com a invasão de linfonodos, ou seja, metástases. Com isso, o valor 

preditivo positivo para esse método, no homem assintomático, é de apenas 28 a 

35% (ETZIONI et al., 2002; ZHANG et al., 2008; SALAGIERSKI e SCHALKEN, 

2010). 

 

O diagnóstico conclusivo do câncer de próstata é realizado pelo estudo 

histopatológico do tecido obtido pela biópsia da glândula, que deve ser considerada 

sempre que achados anormais forem obtidos no toque retal ou na dosagem do PSA. 

Porém, é um procedimento bastante invasivo e, em função das falhas do toque retal 

e da dosagem do PSA, muitos pacientes são submetidos à biópsia 

desnecessariamente (SALAGIERSKI e SCHALKEN, 2010). Para orientar a biópsia 

da próstata, é indicada a ultrassonografia pélvica (ou prostática transretal, se 

disponível), que também pode ser útil na determinação do volume prostático e na 

avaliação da extensão local da doença (INCA/MS, 2002; de VISSCHERE et al., 

2010). 

 

O relatório anatomopatológico deve fornecer a graduação histológica do sistema de 

Gleason, cujo objetivo é dar informações sobre o estadiamento do carcinoma de 

próstata, como a provável taxa de crescimento do tumor e a sua tendência à 
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disseminação, além de ajudar na determinação do melhor tratamento para o 

paciente (INCA/MS, 2002). Para tanto, a pontuação obtida na escala de Gleason 

precisa ser combinada ao exame físico e à dosagem do PSA. Porém, a escala 

Gleason não é capaz de prever a invasão de linfonodos, que é o caminho padrão 

para a disseminação de tumores (SCOPINARO et al., 2003). 

 

1.2.2 Pesquisa de metástases 

 

A busca por metástases é indicada para todo paciente portador de câncer de 

próstata com nível do PSA maior que 20 ng/ml ou dosagem do PSA entre 10 e 20 

ng/ml e graduação histológica de Gleason maior que 7 (INCA/MS, 2002). 

 

A pesquisa de metástases linfonodais é feita por meio da ultrassonografia, da 

tomografia computadorizada (TC) ou da ressonância nuclear magnética (RNM). A 

busca pelo carcinoma de próstata metastático também pode ser realizada por meio 

da cintilografia (INCA/MS, 2002). O radiofármaco 99mTc-MDP é um difosfonato 

(metileno difosfonato) complexado com o radioisótopo tecnécio-99m (99mTc) e 

apresenta afinidade pelo tecido ósseo, sendo usado, portanto, para a detecção de 

metástases nesse tecido. A cintilografia óssea com 99mTc-MDP é bastante sensível, 

mas apresenta baixa especificidade (THRALL e ZIESSMAN, 2003). Recentemente, 

imagens de tomografia por emissão de pósitron associada à tomografia 

computadorizada (PET/CT) utilizando o 18F-Fluoreto de sódio têm mostrado 

resultados promissores na avaliação de metástase óssea em pacientes com câncer 

de próstata. Esta técnica apresenta a combinação de melhores propriedades 

farmacocinéticas do 18F-Fluoreto em relação ao 99mTc-MDP, como clareamento 

sanguíneo mais rápido e captação óssea duas vezes maior, com resolução superior 

do PET em relação à cintilografia, além da correlação morfológica devido à TC. 

Embora seja mais sensível que a cintilografia óssea com 99mTc-MDP, a técnica de 

PET/CT utilizando 18F-Fluoreto apresenta um custo muito elevado, limitando seu 

emprego. Entretanto, o PET/CT com 18F-Fluoreto possui a potencialidade de 

substituir a pesquisa convencional de metástase óssea por meio da cintilografia com 

99mTc-MDP nos próximos anos (BEHESHTI et al., 2009; SNM, 2011). Outro 

radiofármaco que pode ser empregado na avaliação de metástase óssea em 

pacientes com câncer de próstata é o ProstaScint (111In-Capromab Pendetide). Este 
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é um anticorpo monoclonal contra o antígeno de membrana específico da próstata 

(PSMA). As células metastáticas de câncer de próstata apresentam uma marcante 

super-expressão do PSMA (EMONDS et al., 2009; SCHROEDER et al., 2009). 

 

1.2.3 Novos estudos 

 

Como exposto anteriormente, os atuais métodos de diagnóstico do câncer de 

próstata são relativamente pouco sensíveis e incapazes de identificar a doença com 

precocidade (VERMA et al., 2011), resultando muitas vezes em diagnóstico tardio 

com presença de metástase, o que reduz as chances de cura dos pacientes. Além 

disso, o diagnóstico conclusivo do carcinoma de próstata pode ser obtido apenas 

pela biopsia da glândula, que é um método bastante invasivo. 

 

Tendo em vista essas dificuldades, há uma busca por métodos capazes de realizar o 

diagnóstico do câncer de próstata com precocidade e precisão, visto que isso 

poderá contribuir para aumentar a sobrevida dos pacientes (THAKUR et al., 1997), 

pois quanto mais inicialmente a doença for diagnosticada, maiores serão as chances 

de cura dos pacientes, além de permitir um tratamento menos agressivo e mutilante. 

Além disso, a detecção precoce do tumor de próstata poderia reduzir os altos custos 

decorrentes do tratamento do câncer em estádios avançados ou da doença 

metastática (INCA/MS, 2002). 

 

1.2.3.1 Linhagens celulares 

 

Diversas linhagens de células são utilizadas para a pesquisa de novos agentes 

terapêuticos e/ou de diagnóstico para o câncer de próstata, sendo que a maioria 

desses estudos utiliza três tipos de linhagens celulares humanas principais: 

linhagens PC3, DU145 e LNCaP (EMONDS et al., 2009; YU et al., 2009). 

 

As células PC3 e DU145 foram isoladas de metástases óssea e cerebral, 

respectivamente. Ambas são independentes de andrógenos e estão associadas com 

taxas de proliferação relativamente altas (EMONDS et al., 2009; YU et al., 2009). 

 



29 

 

Por outro lado, as células LNCaP são derivadas de metástase de linfonodo e são 

dependentes de andrógenos (EMONDS et al., 2009; YU et al., 2009). Essa linhagem 

celular apresenta a capacidade de se desenvolver facilmente em culturas de tecidos 

(HOROSZEWICZ et al., 1983; GRIGORIEV et al., 2000). As células LNCaP são 

bastante utilizadas, pois mimetizam bem o câncer de próstata, visto que, em estágio 

inicial, apresentam-se sensíveis aos andrógenos, porém tem a capacidade de se 

converterem, tanto in vivo como in vitro, em células independentes de andrógenos, 

como acontece com a doença no homem (ULRIX et al., 1999; BREVINI-GANDOLFI 

et al., 2001; XIE et al., 2007). 

 

1.2.3.2 Modelos animais 

 

Os modelos animais são extremamente importantes para o bom desenvolvimento de 

métodos de diagnóstico e de terapia, visto que os estudos em humanos apresentam 

sérias limitações, como custo elevado, tempo prolongado e restrições éticas, e os 

ensaios bioquímicos e celulares muitas vezes não refletem as condições in vivo 

(TALMADGE et al., 2007). 

 

Os dados obtidos em estudos in vivo podem diferir, dependendo da espécie animal 

utilizada e, até mesmo, do sexo da cobaia. Além disso, os modelos animais não 

representam exatamente a realidade no ser humano. Assim, as limitações gerais 

associadas ao uso de cobaias são inevitáveis. Entretanto, a escolha adequada do 

modelo animal utilizado e a análise criteriosa dos resultados obtidos podem fornecer 

informações bastante relevantes sobre um possível novo agente terapêutico ou de 

diagnóstico (SCHOTTELIUS e WESTER, 2009). 

 

Assim, nos estudos sobre o câncer de próstata, bem como em toda a oncologia 

experimental, uma variedade de modelos animais tem sido testada, com o intuito de 

representar a doença de forma mais fidedigna ao que ocorre no ser humano. Esses 

modelos podem ser classificados de acordo com muitos aspectos (Figura 2). 

 



30 

 

 
Figura 2 – Classificação dos modelos animais empregados na oncologia experimental 

(adaptado de NI et al., 2009). 

 

O câncer pode ser desenvolvido em um modelo animal de forma alográfica, quando 

o tumor induzido é proveniente da própria espécie animal utilizada, ou de forma 

xenográfica, quando o tumor induzido é proveniente de uma espécie diferente, como 

é o caso dos tumores sólidos de origem humana transplantados em animais. Neste 

caso, o tumor pode se desenvolver somente em animais imunocomprometidos. 

Camundongos nude (deficientes em células T) e camundongos imunodeficientes 

severos (SCID – deficientes em células T e B) são exemplos desses modelos de 

animais imunossuprimidos empregados para o estudo de tumores de origem 

humana. Esses animais demandam cuidados especiais nas condições 

experimentais, como gaiolas estéreis com maravalha, comida e água autoclavadas, 

uma vez que devem ser mantidos em ambiente livre de patógenos. No entanto, 

esses modelos são os mais utilizados atualmente para o desenvolvimento de tumor 

na oncologia experimental (PETERSON e HOGHTON, 2004; TALMADGE et al., 

2007; NI et al., 2009). 
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Outro ponto relevante sobre a indução do câncer em modelo animal relaciona-se ao 

sítio do implante, que pode ser ortotópico ou ectópico. No primeiro caso, as células 

cancerosas são implantadas no órgão correspondente, ou seja, no caso do câncer 

de próstata, as células tumorais são inoculadas na próstata do animal. O implante 

ortotópico, entretanto, apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de 

um domínio apurado da técnica e a impossibilidade de acompanhar o 

desenvolvimento do tumor. Já o implante ectópico consiste na indução do tumor em 

um sítio diferente ao órgão correspondente, como a inoculação subcutânea. Essa 

modalidade, além de ser menos invasiva e mais fácil, permite o monitoramento do 

tamanho do tumor e o acompanhamento do seu desenvolvimento in vivo (EMONDS 

et al., 2009). 

 

1.3 Medicina nuclear 

 

A medicina nuclear é uma especialidade médica em que se empregam 

radionuclídeos ou radioisótopos para fins de radioterapia ou de diagnóstico. Este é 

obtido por meio da imagem do corpo que, por sua vez, se deve à captação da 

radioatividade emitida pelo radionuclídeo utilizado (THRALL e ZIESSMAN, 2003). 

Dentre as técnicas empregadas para a obtenção das imagens destacam-se a 

tomografia por emissão de pósitron associada à tomografia computadorizada 

(PET/CT) e a tomografia computadorizada por emissão de fóton único (SPECT), 

também conhecida por cintilografia (ECKLEMAN et al., 2008; FERRO-FLORES et 

al., 2010). 

 

Se o radioisótopo apresenta afinidade por algum órgão ou tecido, como é o caso do 

iodo-131 (131I), que apresenta afinidade pela tireóide, não há necessidade de 

associá-lo a nenhuma molécula. Entretanto, se o radionuclídeo não apresenta 

afinidade por nenhuma parte do corpo, é preciso combiná-lo a um composto que o 

direcione para um alvo específico. A maioria dos radioisótopos utilizados em 

medicina nuclear encontra-se associada a um componente químico, sendo 

conhecido como radiofármaco (SAHA, 2004; THRALL e ZIESSMAN, 2003). 
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Os radionuclídeos e os radiofármacos são administrados, em sua maioria, por via 

intravenosa e se distribuem pelo organismo, alcançando os órgãos ou tecidos pelos 

quais possuem afinidade. Uma vez em seu alvo, os radioisótopos e os 

radiofármacos não interferem na fisiologia/bioquímica das células e apresentam a 

habilidade de seguir um determinado processo sem alterá-lo. Por esse motivo, 

radionuclídeos e radiofármacos são conhecidos como radiotraçadores (THRALL e 

ZIESSMAN, 2003). 

 

As imagens em medicina nuclear são baseadas em alterações fisiológicas e 

bioquímicas do órgão ou tecido em análise, sendo definidas como visualização, 

caracterização e medida de processos biológicos a níveis molecular e celular 

(THAKUR e LENTLE, 2005; MANKOFF, 2007; SANTOS-CUEVAS et al., 2009). 

Portanto, o diagnóstico é obtido com bastante precocidade, detectando-se a doença 

em sua fase inicial. Por outro lado, as técnicas convencionais de imagem, como a 

ultrassonografia, a TC, a RNM e o exame de raios-x, muitas vezes necessitam de 

alterações anatômicas e morfológicas do órgão em estudo e, consequentemente, 

detectam a doença em estádios mais adiantados (EMONDS et al., 2009; de 

BARROS et al., 2010; FERRO-FLORES et al., 2010). 

 

Dessa forma, a medicina nuclear propicia um meio de diagnóstico não invasivo e 

capaz de detectar tumores em estágios iniciais, aumentando as chances de cura dos 

pacientes (CONTI et al., 1996;  THAKUR et al., 1997). Na oncologia clínica, além da 

detecção, as imagens auxiliam na localização, na caracterização e no estadiamento 

das lesões nos pacientes com câncer, direcionando intervenções terapêuticas e 

dando respostas sobre a evolução do tratamento e do prognóstico. Além disso, 

devido à sua maior acurácia, essas imagens podem auxiliar na detecção da 

recorrência da doença. Desta forma, atualmente é difícil imaginar avanços na 

oncologia sem a contribuição de imagens bioquímicas e moleculares (de BARROS 

et al., 2010; BEER, et al., 2011; HIGGINS e POMPER, 2011). 

 

Há uma grande variedade de radionuclídeos empregados em medicina nuclear, 

como iodo-131 (131I), índio-111 (111In), tálio-201 (201Tl), flúor-18 (18F), tecnécio-99m 

(99mTc), gálio-67 (67Ga), dentre outros (SAHA, 2004). 
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1.3.1 Tecnécio-99m 

 

O tecnécio-99m (99mTc) é o radionuclídeo mais utilizado em medicina nuclear, visto 

que apresenta propriedades físicas e químicas ideais para um radioisótopo. Sua 

meia-vida física é de 6,01 horas, suficiente para os processos de radiomarcação e 

de obtenção da imagem, mas sem expor o paciente por tempo prolongado à 

radiação. É um emissor gama puro, ou seja, não emite radiação na forma de 

partículas, e seus fótons apresentam baixa energia, igual a 140 keV. Tais 

características contribuem para níveis reduzidos de exposição do paciente à 

radiação. Além disso, o 99mTc apresenta um custo relativamente baixo e uma 

elevada disponibilidade a partir do gerador de Molibdênio-99/Tecnécio-99m 

(JURISSON et al., 1993; JONES, 1995; MARQUES et al., 2001; YANG et al., 2003; 

de BARROS et al., 2010). 

 

O gerador de Molibdênio-99/Tecnécio-99m (99Mo/99mTc) consiste em uma coluna de 

vidro contendo no seu interior alumina, onde o 99Mo, denominado radionuclídeo pai, 

encontra-se fortemente adsorvido. Ao se desintegrar, emitindo uma partícula -, o 

99Mo sofre transmutação e dá origem ao 99mTc, radionuclídeo filho. Este não possui 

afinidade pela resina de alumina e seus átomos são eluídos do gerador com solução 

de cloreto de sódio 0,9%, na forma de pertecnetato de sódio (Na99mTcO4). Nessa 

forma, os átomos de 99mTc encontram-se com o estado de oxidação +7 

(DEWANJEE, 1990; SAHA, 2004). 

 

O tecnécio é um metal de transição da família VII B e possui número atômico igual a 

43, podendo existir em oito estados de oxidação (-1 a +7). A estabilidade desses 

estados de oxidação depende do tipo de ligação e do ambiente químico. Os estados 

+4 e +7 são os mais estáveis e são representados em óxidos, sulfetos, haletos e 

pertecnetatos (DEWANJEE, 1990; SAHA, 2004). 

 

Como descrito anteriormente, o 99mTc é obtido do gerador de 99Mo/99mTc na forma de 

íon pertecnetato (99mTcO4
-) e apresenta estado de oxidação igual a +7. Nesse estado 

de oxidação, o 99mTc é uma espécie não reativa e incapaz de se ligar a qualquer 

composto. Já o 99mTc reduzido é uma espécie quimicamente reativa e combina-se 

com uma grande variedade de grupos doadores de elétrons, como aminas, amidas, 
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tióis e fosfatos, formando uma ligação covalente coordenada. Portanto, é necessário 

reduzir o estado de oxidação do 99mTc. Para tanto, são empregados agentes 

redutores no processo de radiomarcação, sendo o cloreto de estanho II dihidratado 

(SnCl2 
. 2H2O) o mais comumente usado na preparação de compostos ligados ao 

99mTc (NOWOTNIK, 1990; SAHA, 2004). 

 

1.3.2 Marcadores específicos 

 

Em oncologia, a medicina nuclear atua em duas direções, os procedimentos 

denominados Catch-all e os procedimentos Catch-one (BRITTON e GRANOWSKA, 

2002). 

 

Nos procedimentos Catch-all há elevada sensibilidade, mas a técnica não é 

específica (BRITTON e GRANOWSKA, 2002). Como exemplo pode-se citar a 

cintilografia óssea, empregando como radiofármaco o 99mTc-MDP. Esse 

radiotraçador acumula-se em qualquer parte do tecido ósseo onde haja alguma 

alteração, como metástase, inflamação, granuloma e infecção. A cintilografia óssea 

é altamente sensível, mas sua especificidade depende do contexto clínico. Por 

exemplo, o acúmulo do 99mTc-MDP em alguma região do osso de um paciente com 

diagnóstico confirmado de câncer de próstata e que se queixa de dor óssea é 

altamente sugestivo de metástase nesse tecido (THRALL e ZIESSMAN, 2003). 

 

Já nos procedimentos Catch-one, o radiotraçador é elaborado de forma específica 

para o processo da doença, sem perder em sensibilidade (BRITTON e 

GRANOWSKA, 2002). Nesse caso, para a marcação de tumores, muitas alternativas 

podem ser utilizadas. O flúor-18-desoxiglicose (18FDG), que é um marcador do 

metabolismo da glicose, e o flúor-18-L-timidina, que é um marcador da síntese de 

DNA, podem ser empregados, visto que ambos os processos encontram-se 

aumentados nas células tumorais. Há ainda marcadores da progressão tumoral, que 

normalmente não ocorrem nos tecidos normais, como os fatores envolvidos na 

angiogênese e na hipóxia (COOK, 2003). Além desses marcadores, podem ser 

utilizados pequenas moléculas, peptídeos, proteínas e anticorpos radiomarcados, 

visto que, como discutido anteriormente, há uma exacerbação na expressão de 

receptores para esses compostos nas células cancerosas, quando comparada com 
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a expressão fisiológica nas células normais (EMONDS et al., 2009; SCHOTTELIUS 

e WESTER, 2009). 

 

1.3.3 Peptídeos 

 

Dentre os agentes de imagem tumoral que se baseiam na super-expressão de 

receptores na superfície das células cancerosas, os peptídeos apresentam maior 

aceitação, visto que possuem melhores características, especialmente quando 

comparados aos anticorpos. Estes são substâncias de alto peso molecular, o que 

dificulta sua perfusão pelo tecido tumoral, apresentando elevados níveis na 

circulação sanguínea e prejudicando a visualização do tumor. Além disso, muitos 

anticorpos tem o potencial de produzir reações imunológicas. Por outro lado, os 

peptídeos possuem baixo peso molecular (até 50 aminoácidos), o que proporciona 

uma penetração facilitada no tecido tumoral e uma depuração sanguínea mais 

rápida. Outra característica importante dos peptídeos é a baixa antigenicidade. Por 

fim, os peptídeos apresentam estabilidade metabólica e tolerância a modificações 

em sua estrutura, resultantes do processo de radiomarcação (WEINER e THAKUR, 

2002; SCHOTTELIUS e WESTER, 2009; HAUBNER e DECRISTOFORO, 2011). 

 

Nos últimos anos, muitos receptores para peptídeos têm sido identificados em maior 

proporção em tecidos tumorais (WEINER e THAKUR, 2002). Assim, peptídeos 

radiomarcados podem fornecer compostos que apresentem aplicações para a 

terapia e/ou o diagnóstico de diversos tumores (DURKAN et al., 2007). Alguns 

peptídeos cujos receptores encontram-se super-expressos em tumores estão 

representados a seguir (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Principais peptídeos, suas principais funções e tecidos tumorais com maior 

expressão de receptores para esses peptídeos (adaptado de WEINER e THAKUR, 2002). 

PEPTÍDEO FUNÇÕES 
TUMORES COM MAIOR 

EXPRESSÃO DE RECEPTORES 

Bombesina 
Contração do trato 

gastrointestinal. 
Glioblastoma e tumores de próstata, 
mama, estômago, cólon e pâncreas. 

  

/continua 
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Tabela 2 (Conclusão) 

Colecistocinina B 
Contração da 

vesícula biliar e 
secreção de ácido. 

Tumores gastrointestinais, ovarianos e 
tireoidianos. 

Somatostatina 
Inibição da liberação 

de fatores de 
crescimento. 

Tumores neuroendócrinos. 

Peptídeo 
Intestinal 
Vasoativo 

Vasodilatação e 
promoção do 
crescimento. 

Tumores de pulmão, pâncreas, 
próstata, bexiga e ovário. 

Substância P 
Vasodilatação e 

neuro-modulação. 
Tumores gliais, tireoidianos e de 

mama. 

Neurotensina 
Regulação de 

funções de 
crescimento. 

Meningiomas e tumores de próstata, 
pâncreas, pulmão e cólon. 

 

No caso específico do câncer de próstata, as células tumorais apresentam 

expressão aumentada de receptores de bombesina, de peptídeo intestinal vasoativo 

(VIP) e de neurotensina, como observado na tabela 2. Esses peptídeos e seus 

análogos estão sendo exaustivamente estudados com o intuito de se obter novos 

radiofármacos capazes de promover um diagnóstico seguro e precoce da doença 

(THAKUR et al., 1997; GARRISON et al., 2007; KOTHARI et al., 2007; ZHANG et al., 

2007; LANE et al., 2008; EMONDS et al., 2009). 

 

Desde o início dos estudos de radiotraçadores peptídicos para a visualização de 

tumores, no final da década de 1980, poucos passaram dos estudos pré-clínicos 

para os ensaios clínicos. Há apenas um radiopeptídeo disponível na clínica, o 111In-

Octreoscan. Este é um análogo da somatostatina marcado com 111In aprovado pelo 

FDA para a visualização de tumores neuroendócrinos (SCHOTTELIUS e WESTER, 

2009). 

 

1.3.3.1 Bombesina 

 

A bombesina (BBN), um neuropeptídeo formado por 14 aminoácidos, foi isolada da 

pele do sapo Bombina bombina e é análoga ao GRP (Figura 3). Suas atividades 

farmacológicas incluem a estimulação da liberação de hormônios, como gastrina e 
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somatostatina, e da contração do músculo liso do estômago e do intestino. Além 

disso, os receptores de BBN, expressos em células cancerosas, apresentam efeitos 

mitogênicos e estimulam a proliferação tumoral, quando ativados por seu agonista 

(LANGER e BECK-SICKINGER, 2001; FERRO-FLORES et al., 2010; MANSI et al., 

2011). 

 

 
Peptídeo Liberador de Gastrina (GRP) 

 
Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Try-Pro-Arg- 

(Gly-Asn-His-)Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2 
 

porção C terminal 

 
Bombesina (BBN) 

 
pGlu-Gln-Arg-Leu- 

(Gly-Asn-Gln-)Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2 
 

porção C terminal 
 

Figura 3 - Sequência de aminoácidos do peptídeo liberador de gastrina e da bombesina 

(adaptado de SCHROEDER et al., 2009). 
 

Há quatro subtipos de receptores de BBN, o receptor de neuromedina B (BB1), o 

receptor do peptídeo liberador de gastrina (BB2 ou GRPr), o receptor órfão (BB3) e o 

receptor anfíbio (BB4). Todos são receptores acoplados a proteína G, sendo os três 

primeiros encontrados em mamíferos e o BB4 encontrado apenas em anfíbios 

(REUBI et al., 2002; SCHROEDER, et al., 2010). O câncer de próstata, assim como 

o de pulmão, cólon, pâncreas e mama, apresenta expressão exacerbada desses 

receptores, especialmente do subtipo BB2 ou GRPr (FLEISCHMANN et al., 2007; de 

BARROS et al., 2011; LEARS et al., 2011). No caso específico da próstata, há baixa 

expressão desses receptores no tecido sadio e na hiperplasia benigna prostática 

(SCHROEDER et al., 2011). Assim, os GRPr`s são potenciais alvos para o 

diagnóstico e a terapia do câncer de próstata. 

 

Alguns estudos têm utilizado a BBN radiomarcada com o intuito de identificar 

tumores, empregando a sequência completa do peptídeo ou uma sequência 

truncada, contendo os oito aminoácidos da porção C terminal (BBN(7-14)), uma vez 
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que essa sequência de aminoácidos é necessária para a manutenção da afinidade 

pelo sítio de ligação no receptor. Além disso, a retirada dos seis aminoácidos da 

porção N terminal da BBN aumenta sua meia-vida biológica (SCHROEDER et al., 

2009; de BARROS et al., 2010). Como resultado, há uma elevação no tempo de 

circulação do peptídeo, favorecendo seu acúmulo no sítio tumoral. Também é na 

porção N terminal que um agente quelante para o radionuclídeo desejado é 

acoplado (FAINTUCH et al., 2008; ACCARDO et al., 2010; de BARROS et al., 2010). 

 

Estudos com análogos de BBN radiomarcados mostraram que os agonistas foram 

internalizados pelas células que expressam os receptores para esse peptídeo. Já os 

antagonistas não apresentaram essa característica. Assim, os agonistas são mais 

adequados para o uso como agentes de diagnóstico (BREEMAN et al., 1999; 

FAINTUCH et al., 2008; MANSI et al., 2011). 

 

Atualmente, nenhum análogo de BBN radiomarcado está disponível na clínica. 

Todos se encontram nos estágios pré-clínico e clínico de seu desenvolvimento 

(SCHOTTELIUS e WESTER, 2009). No caso específico do câncer de próstata, os 

análogos de BBN têm apresentado bons resultados nos estudos in vitro e in vivo 

(SCHOTTELIUS e WESTER, 2009; SANCHO et al., 2011). Nos ensaios clínicos, os 

resultados também são promissores. Entretanto, o número de estudos é pequeno, 

assim como o número de pacientes investigados. Assim, ensaios clínicos mais 

abrangentes são necessários para avaliar a real potencialidade dos análogos de 

BBN radiomarcados em detectar o tumor de próstata em seres humanos (SANCHO 

et al., 2011).   

 

1.3.3.2 Radiomarcação de peptídeos 

 

Os dois radionuclídeos mais utilizados para a marcação de peptídeos são o 99mTc e 

o ¹¹¹In. Este apresenta meia-vida física de 67 horas e, como é produzido em 

cíclotron, possui baixa disponibilidade e alto custo. Por outro lado, como descrito 

anteriormente, o 99mTc apresenta características ideias para um radioisótopo, como 

tempo de meia-vida de 6,01 horas, emissão gama de baixa energia (140 keV), custo 

relativamente baixo e elevada disponibilidade a partir do gerador de 99Mo/99mTc. 

Portanto, os peptídeos radiomarcados com esse radionuclídeo são considerados 
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ideais para a realização de diagnóstico por meio de imagens cintilográficas. As 

características dos peptídeos, como rápida depuração sanguínea e facilitada perfusão 

pelos tecidos, aliadas as qualidades do 99mTc propiciam adequada relação alvo/não 

alvo para o tecido em análise, resultando em imagens de boa qualidade (LANGER e 

BECK-SICKINGER, 2001). 

 

A radiomarcação de peptídeos pode ser realizada de três maneiras. A primeira delas é 

a marcação direta, em que o isótopo radioativo liga-se diretamente ao peptídeo, sendo 

uma técnica simples e de fácil realização. Porém, esse processo é limitado aos 

peptídeos que apresentam ligações dissulfeto (S-S), como a somatostatina. As outras 

duas maneiras fazem uso de agentes quelantes, capazes de complexar com o 

radioisótopo desejado. O agente quelante pode ser acoplado ao peptídeo antes ou 

após sua complexação com o radionuclídeo. O acoplamento do quelante com o 

peptídeo antes da radiomarcação é a técnica mais empregada, visto que após a 

formação e purificação do composto final (peptídeo + agente quelante) procede-se a 

marcação com o radioisótopo de maneira mais simples e rápida (LANGER e BECK-

SICKINGER, 2001). 

 

Os agentes quelantes para o 99mTc exibem baixa taxa de dissociação do 

radionuclídeo e propiciam ao seu átomo um estado de oxidação desejado. Uma 

grande variedade de quelantes tem sido desenvolvida para a radiomarcação com 

99mTc, como os triaminotiois (N3S), os diaminoditiois (N2S2), o 

hexametilpropilenoaminoxima (HMPAO) e o ácido hidrazinonicotínico (HYNIC), 

representados a seguir (Figura 4) (BLOK et al., 2004; GANDOMKAR et al., 2007; de 

BARROS, 2010). 
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Figura 4 - Estrutura dos agentes quelantes para o 
99m

Tc (JURISSON et al., 1993). 

 
O HYNIC complexa-se com o 99mTc de maneira rápida e com bons rendimentos, 

podendo ser acoplado a diversos tipos de moléculas, como proteínas, peptídeos e 

glicoproteínas (LAVERMAN et al., 1999; WELLING et al., 2004; BANERJEE et al., 

2005; KING et al., 2007).  Devido ao seu caráter monodentado, a complexação do 

HYNIC com o 99mTc é realizada na presença de co-ligantes, como a tricina e o ácido 

etilenodiaminodiacético (EDDA), que estabilizam o metal, formando uma ligação 

estável (GANDOMKAR et al., 2007; MIRANDA-OLVERA et al., 2007; de BARROS et 

al., 2010). A presença de ácido carboxílico, em uma de suas extremidades, faz do 

HYNIC um agente quelante apto a reações de acoplamento com aminas e, portanto, 

capaz de associar-se a extremidade nitrogenada de peptídeos, formando o 

complexo peptídeo-agente quelante (GREENLAND et al., 2003; SURFRAZ et al., 

2007). 

 

Para a radiomarcação da BBN, o HYNIC é um bom agente quelante. A reação de 

seu grupo ácido carboxílico com a extremidade nitrogenada da BBN não prejudica a 

ligação do peptídeo aos seus receptores. Esta ocorre pela extremidade C-terminal. 

Ademais, pode-se adicionar um espaçador, entre o HYNIC e a BBN (sequência 

completa ou truncada), para não comprometer a interação do peptídeo com seu 

receptor. Para tanto, pode ser utilizado o aminoácido beta-alanina (β-Ala). A 
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marcação do complexo HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) com átomos de 99mTc, na 

presença dos co-ligantes tricina e EDDA, encontra-se representada a seguir (Figura 

5). 

 

 
Figura 5 – Complexo peptídico 

99m
Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) e seus coligantes (adaptado 

de de BARROS et al., 2010). 
 

Assim, a administração do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

poderá fornecer informações sobre a presença de receptores para a BBN no 

organismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

 

O câncer é uma doença em que células se dividem descontroladamente e invadem 

tecidos e órgãos, originando o tumor primário. Essas células podem espalhar-se 

para outras partes do organismo, causando as metástases. Estas são a principal 

causa de morte por câncer. 

 

Dentre os diversos tipos de tumores, o carcinoma de próstata tem acentuada 

relevância, pois é um dos mais prevalentes entre os homens no mundo, sendo 

inferior apenas ao tumor pulmonar. No Brasil, o carcinoma de próstata também é o 

2º tipo de câncer mais frequente na população masculina, sendo o primeiro o câncer 

de pele não melanoma. Atualmente, o diagnóstico do câncer de próstata é feito por 

meio do toque retal e da dosagem do PSA. Entretanto, o valor preditivo positivo do 

toque retal e da dosagem do PSA é relativamente baixo, detectando o câncer em 

estádio mais avançado, muitas vezes com metástases já estabelecidas, reduzindo 

as chances de cura dos pacientes. Tendo em vista essas dificuldades, novos 

métodos de diagnóstico estão sendo investigados com o propósito de identificar de 

maneira precoce o tumor de próstata.  

 

Nesse contexto, peptídeos radiomarcados têm sido bastante estudados como 

possíveis agentes de imagem tumoral, visto que há uma super-expressão de 

receptores para esses compostos nas células cancerosas, quando comparada com 

a expressão nas células sadias. Dentre esses marcadores tumorais, destaca-se o 

peptídeo BBN para a detecção do câncer de próstata, já que ocorre uma super-

expressão de receptores de BBN na superfície das células tumorais de próstata, 

havendo baixa expressão desses receptores no tecido sadio e na hiperplasia 

benigna prostática. 

 

Com base no exposto, torna-se razoável pensar na utilização do complexo peptídico 

99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) para a identificação do câncer de próstata por 

meio de imagens de bases moleculares que, devido as suas características, 

poderiam contribuir para o diagnóstico precoce dessa doença. 
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3 OBJETIVO 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a potencialidade do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-bombesina(7-14) na 

identificação de tumor de próstata em modelo experimental. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Marcar o complexo peptídico HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) com átomos de 

99mTc; 

 

 Avaliar a afinidade in vitro do 99mTc-HYNIC-βAla-bombesina(7-14) pelas células 

LNCaP; 

 

 Desenvolver um modelo experimental de tumor de próstata em camundongos 

machos BALB/c nude, utilizando as células LNCaP, e avaliar o seu 

desenvolvimento por meio de análise histopatológica; 

 

 Avaliar a biodistribuição do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) após sua 

administração intravenosa em camundongos machos BALB/c normais 

(sadios) e nude (com tumor de próstata em diferentes estágios de 

desenvolvimento); 

 

 Obter imagens cintilográficas após a administração intravenosa do 99mTc-

HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) em camundongos machos BALB/c normais 

(sadios) e nude (com tumor de próstata em diferentes estágios de 

desenvolvimento). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Material 

 

O complexo peptídico HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) foi adquirido da GL Biochem 

(China). O 99mTc foi obtido de um gerador de 99Mo/99mTc adquirido do Instituto de 

Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN (Brasil). Os demais reagentes para a 

radiomarcação foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Company (EUA). 

 

As células LNCaP, o meio de cultura RPMI-1640 e o soro fetal bovino foram 

adquiridos da American Type Culture Collection - ATCC (EUA). A tripsina foi 

adquirida da Invitrogen (Brasil). O matrigel foi adquirido da Becton Dickinson 

Company - BD (Brasil).  

 

Os camundongos machos BALB/c nude e normais foram adquiridos do biotério da 

Fundação de Apoio e Fomento à Inovação Tecnológica, à Pesquisa e ao Ensino do 

IPEN (Brasil). Após aquisição, os animais foram mantidos no biotério do Laboratório 

de Tecnologia Farmacêutica da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de 

Minas Gerais (LTF/FAFAR/UFMG). Os camundongos nude, utilizados para o 

desenvolvimento do modelo experimental de tumor de próstata (item 4.5), foram 

mantidos em gaiolas com maravalha, água e ração (sem restrição) autoclavadas, em 

estantes com ar filtrado, controle de temperatura e ciclo claro-escuro (12:12). Os 

camundongos normais, utilizados como controle sadio, foram mantidos em gaiolas 

com maravalha, água e ração (sem restrição) comuns, em estantes comuns. Todos 

os experimentos realizados em animais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), 

protocolo nº 34/2010 (Anexo A). 

 

 4.2 Cultivo e manutenção das células LNCaP 

 

Para o cultivo e a manutenção das células LNCaP foi utilizado o protocolo elaborado 

pela ATCC (ATCC, 2004). 
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As células humanas de tumor de próstata da linhagem LNCaP foram mantidas em 

garrafas de cultivo celular contendo meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino e com 1% de antibiótico (penicilina e estreptomicina). As 

células foram incubadas em estufa à 37ºC sob atmosfera de 5% de CO2. 

 

Para a realização dos experimentos, retirou-se o meio de cultura da garrafa 

contendo as células LNCaP e adicionou-se 2 mL de tripsina na mesma, colocando-a 

na estufa (37ºC e atmosfera de 5% de CO2) por 5 minutos, para promover o 

desligamento das células de seu fundo. Em seguida, para inativar a tripsina, 

acrescentou-se 4 mL do meio de cultura suplementado na garrafa de cultivo. Todo 

seu conteúdo foi transferido para um tubo falcon de 15 mL. Posteriormente, o 

conteúdo do tubo falcon foi submetido ao processo de centrifugação por 5 minutos, 

sob 1200 rpm. Logo após, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet 

de células em 500 µL do meio de cultura suplementado. Por fim, foi determinada a 

concentração celular por meio da contagem do número de células nos quatro 

quadrantes da câmara de Neubauer em microscópio invertido, utilizando-se a 

solução de azul de tripan 0,4% como corante (Figura 6). 

 

 
Figura 6 - Esquema da contagem do número de células nos 4 quadrantes (círculos 

maiores) da câmara de Neubauer. 
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As células mortas se apresentavam em azul, uma vez que o azul de tripan entra no 

citoplasma, em função do comprometimento da membrana. Estas não foram 

contadas. Já as células viáveis se apresentavam apenas com a membrana colorida 

em azul. A concentração celular foi determinada por meio da fórmula representada a 

seguir: 

 

No de células / mL = (contagem total / 4) x fator de diluição x 104. 

 

Após a determinação da concentração celular, a suspensão de células foi diluída 

com meio de cultura suplementado de acordo com a potência celular necessária 

para o experimento em questão: teste de afinidade do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) pelas células LNCaP (item 4.4) ou desenvolvimento do modelo 

experimental de tumor de próstata (item 4.5). 

 

4.3 Marcação do complexo peptídico HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) com átomos 

de 99mTc 

 

Para a radiomarcação do complexo peptídico HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) e 

posterior determinação do rendimento de radiomarcação foram utilizadas 

metodologias propostas por FAINTUCH et al., 2008. 

 

4.3.1 Radiomarcação para o teste de afinidade do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) pelas células LNCaP 

 

Em um frasco foram adicionados 5 mg de EDDA e 20 mg de tricina, solubilizando-os 

em 0,5 mL de salina. Em seguida, foram adicionados 5 µg do complexo peptídico 

HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) e 10 µL de uma solução de SnCl2 em HCl 0,25 N (1 

mg/mL). Posteriormente, o pH foi ajustado para 7-8, utilizando-se uma solução 

aquosa de NaOH 0,1 N (o volume acrescentado foi devidamente anotado). Então, o 

frasco foi lacrado e foi feito vácuo no mesmo. A seguir, adicionou-se 0,37 MBq de 

Na99mTcO4 em salina, q.s.p 1,0 mL. A mistura reagente foi mantida em banho-maria 

fervente (100ºC) por 15 minutos e resfriada a temperatura ambiente. Por fim, 

adicionou-se 428 µL de salina no frasco, obtendo-se, ao final do processo de 
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radiomarcação, a concentração de 0,3 nmol de 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

em 0,1 mL de solução. 

 

4.3.2 Radiomarcação para os estudos de biodistribuição e imagem em animais 

 

O protocolo utilizado para a marcação do complexo peptídico HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) com 99mTc, para os estudos em animais, foi similar ao protocolo 

descrito no item 4.3.1. As diferenças foram: 

 Utilizou-se 10 µg do complexo peptídico HYNIC-βAla-Bombesina(7-14); 

 A atividade de Na99mTcO4 adicionada foi de 74 MBq; 

 Não houve a etapa final de diluição do complexo peptídico radiomarcado com 

428 µL de salina. 

 

4.3.3 Determinação do rendimento de radiomarcação 

 

O rendimento de radiomarcação, em ambos os protocolos, foi determinado por 

cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se como fase estacionária a 

sílica-gel e como fases móveis a metiletilcetona e a acetonitrila:água (1:1), para a 

determinação do percentual de tecnécio livre (99mTcO4
-) e de tecnécio hidrolisado 

(99mTcO2), respectivamente. O rendimento de radiomarcação foi determinado por 

meio da fórmula representada a seguir: 

 

% 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) = 100 - (% 99mTcO4
- + % 99mTcO2). 

 

4.4 Teste de afinidade in vitro do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) pelas 

células LNCaP 

 

Para a avaliação da afinidade do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) pelas células LNCaP foi utilizado o método descrito por SANTOS-

CUEVAS et al., 2009, com algumas modificações. 

 

Em eppendorfs foram colocadas 2x106 células LNCaP e acrescentado meio de 

cultura suplementado (q.s.p 0,9 mL). Em seguida, foi adicionado 0,1 mL da solução 

de 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) (0,3 nmol), descrita no item 4.3.1. Os 
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eppendorfs foram incubados em banho-maria à 37ºC sob leve agitação por 1 hora 

(n=3). O estudo também foi realizado para o tempo de incubação de 4 horas (n=3). 

Após o período de incubação, os conteúdos dos eppendorfs foram submetidos ao 

processo de centrifugação por 5 minutos, sob 2000 g. A seguir, sobrenadantes e 

pellets foram separados e tiveram suas radioatividades determinadas em um 

contador de radiação gama (Figura 7). 

 

 
Figura 7 - Contador de radiação gama – Wizard (Turku/Finlândia). 

 

A radioatividade encontrada no pellet representava os peptídeos que se ligaram às 

células LNCaP, permanecendo adsorvidos à superfície celular ou sofrendo o 

processo de internalização. Assim, o percentual de ligação do complexo peptídico 

99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nas células LNCaP foi calculado por meio da 

fórmula representada a seguir: 

 

 

% Ligação =                     cpm pellet                    x 100 . 

          cpm pellet + cpm sobrenadante 
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Em seguida, os pellets foram ressuspendidos em 0,5 mL de tampão ácido (0,2 M de 

ácido acético em 0,5 M de NaCl – pH 2,8), para a remoção dos peptídeos 

adsorvidos na superfície celular. Os conteúdos dos eppendorfs foram novamente 

submetidos ao processo de centrifugação por 5 minutos, sob 2000 g. A seguir, 

sobrenadantes e pellets foram separados e tiveram suas radioatividades 

determinadas em um contador de radiação gama (Figura 7). Nessa etapa, a 

radioatividade encontrada no pellet representava os peptídeos que se ligaram às 

células LNCaP e sofreram o processo de internalização. Assim, o percentual de 

internalização do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nas células 

LNCaP, dentre os peptídeos que se ligaram às células, foi calculado por meio da 

fórmula representada a seguir: 

 

% Internalização =                     cpm pellet                    x 100 . 

                     cpm pellet + cpm sobrenadante 

 

A afinidade específica do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

pelas células LNCaP também foi determinada para cada um dos tempos de 

incubação, 1 e 4 horas (n=3). Para tanto, a única alteração no protocolo do teste de 

afinidade foi a adição de 43 nmol do HYNIC-βAla-Bombesina(7-14), 15 minutos antes 

da adição de 0,3 nmol do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14). Ou seja, foi utilizada 

uma quantidade de peptídeo frio (não radiomarcado) cerca de 140 vezes maior que 

a quantidade de peptídeo radiomarcado, para bloquear a ligação e a internalização 

do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nas células LNCaP. O 

restante do procedimento foi conduzido de forma idêntica à descrita anteriormente. 

 

4.5 Modelo experimental de tumor de próstata 

 

O modelo experimental de tumor de próstata foi desenvolvido em camundongos 

machos BALB/c nude (item 4.1). O foco tumoral foi induzido, com algumas 

modificações, conforme descrito por: MIGITA et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2009; 

TRAUGER et al., 2009. 

 

Após uma semana de adaptação dos animais às condições do biotério do 

LTF/FAFAR/UFMG, descritas no item 4.1, o tumor de próstata foi induzido no flanco 
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superior direito dos camundongos nude por meio da injeção subcutânea de células 

LNCaP (5 × 106) ressuspendidas em 150 µL de Matrigel:meio RPMI-1640 (1:1). 

Após a inoculação das células tumorais, aguardou-se o desenvolvimento do tumor 

durante 15, 20 e 25 dias. Ao final do período de crescimento tumoral, cada grupo de 

animais foi encaminhado para os estudos de imagem e biodistribuição. 

 

Após os estudos de biodistribuição, os fragmentos de tecido tumoral foram 

encaminhados para análise histopatológica no Laboratório de Patologia Comparada 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

(ICB/UFMG), sob a supervisão do Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali. Os tecidos 

foram fixados em formol a 10% tamponado e processados para inclusão em 

parafina. Secções histológicas de 4 μm foram coradas pela hematoxilina-eosina 

(H&E) para avaliação histopatológica. As imagens dos cortes histológicos dos 

fragmentos de tecido tumoral foram capturadas por uma câmera digital Spot Insigh 

Color adaptada a um microscópio Olympus (BX-40). Para análise das imagens foram 

utilizados o SPOT software (versão 3.4.5) e Corel DRAW (versão 7.468). 

 

4.6 Estudos de biodistribuição 

 

Os estudos de biodistribuição foram conduzidos de acordo com DINIZ et al., 2008, 

com algumas modificações. 

 

Após o período de desenvolvimento tumoral (15, 20 e 25 dias), foram administrados, 

pela via intravenosa (veia caudal), 7,4 MBq de 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) a 

cada animal. Nos tempos de 1 e 4 horas após a injeção do radiofármaco (n=5 para 

cada tempo), os camundongos foram anestesiados com uma solução de xilazina (15 

mg/Kg) e cetamina (80 mg/Kg) e, em seguida, submetidos à eutanásia.  Órgãos e 

tecidos, como baço, coração, estômago, fígado, intestino delgado, pâncreas, 

pulmões, rins, sangue, tireóide, tumor e músculo contralateral, foram retirados, 

pesados e tiveram sua radioatividade determinada em um contador de radiação 

gama (Figura 7). Utilizou-se padrões de dose para corrigir o decaimento físico do 

99mTc e para calcular o percentual da dose injetada (%DI) e o percentual da dose 

injetada por grama de tecido (%DI/g) para cada órgão. Esses padrões continham a 

mesma dose injetada nos camundongos e tiveram sua radioatividade determinada 



51 

 

simultaneamente com a dos órgãos e tecidos dos animais. O %DI e o %DI/g para 

cada órgão foram calculados por meio das fórmulas representadas a seguir: 

 

%DI =   cpm órgão   x 100 

 cpm padrão 

%DI/g = cpm órgão/massa órgão x 100 

  cpm padrão

 

O mesmo procedimento foi realizado em camundongos machos BALB/c normais, 

sem o foco tumoral (sadios), para controle (n=5 para cada tempo, 1 e 4 horas). 

 

4.7 Imagens cintilográficas 

 

A obtenção das imagens cintilográficas e a avaliação quantitativa das mesmas foram 

realizadas de acordo com DINIZ et al., 2008, com algumas modificações. 

 

Após o período de desenvolvimento tumoral (15, 20 e 25 dias), foram administrados, 

pela via intravenosa (veia caudal), 7,4 MBq de 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) a 

cada animal. Nos tempos de 1 e 4 horas após a injeção do radiofármaco (n=3 para 

cada tempo), os camundongos foram anestesiados com uma solução de xilazina (15 

mg/Kg) e cetamina (80 mg/Kg) e, em seguida, colocados em posição de decúbito 

ventral sob uma câmara de cintilação à raios gama (Figura 8). 

 

 
Figura 8 - Câmara de cintilação a raios gama - Nuclide

TM
 TH 22 (Budapeste/Hungria). 
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O mesmo procedimento foi realizado em camundongos machos BALB/c normais, 

sem o foco tumoral (sadios), para controle (n=3 para cada tempo, 1 e 4 horas). 

 

Uma janela de 20% de simetria foi utilizada para um pico de energia de 140 keV e 

um colimador de baixa energia do tipo Low Energy High Resolution (LEHR) foi 

utilizado para direcionar os raios. As imagens foram obtidas durante 10 minutos e 

armazenadas em uma matriz 256 x 256 pixels. 

 

Para avaliar de forma quantitativa a captação do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

pelo foco tumoral, as imagens cintilográficas foram analisadas por meio da 

determinação da relação alvo/não-alvo, conforme ilustrado a seguir (Figura 9). 

 

 
Figura 9 – Relação alvo/não-alvo obtida por meio da imagem cintilográfica. 
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Inicialmente, foi feito um delineamento em torno da área alvo (tumor – círculo à 

direita) e da área não-alvo (músculo contralateral – círculo à esquerda). Em seguida, 

obteve-se as contagens de cada uma das áreas delineadas e calculou-se a relação 

alvo/não-alvo por meio da fórmula representada a seguir: 

 

Relação alvo/não-alvo = ___contagem na área alvo__ . 

                                      contagem na área não-alvo 

 

4.8 Análise estatística 

 

O tratamento estatístico dos dados obtidos foi feito com o auxílio do programa 

Statistical Package for the Social Sciences - SPSS (versão 13.0). Inicialmente foi 

aplicado a cada conjunto de dados o teste de normalidade Shapiro-Wilk para 

verificar se os dados apresentavam ou não distribuição normal.  

 

As variáveis contínuas de distribuição normal foram apresentadas como ‘média ± 

desvio padrão’. A comparação das médias entre três grupos foi feita pelo teste 

ANOVA. Quando foi encontrada diferença significativa no ANOVA, utilizou-se o teste 

de comparação múltipla dois a dois Least Square Difference (LSD). A comparação 

dos resultados entre dois grupos foi feita pelo teste t-Student. 

 

As variáveis contínuas de distribuição não-normal foram apresentadas como 

‘mediana ± intervalo interquartil (3º - 1º)’. A comparação das medianas entre três 

grupos foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. Quando foi encontrada diferença 

significativa no Kruskal-Wallis, utilizou-se o teste de comparação múltipla dois a dois 

Mann-Whitney, com a correção de Bonferroni. A comparação dos resultados entre 

dois grupos foi feita pelo teste de Mann-Whitney. 

 

Foram consideradas como diferenças significativas valores de p≤0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Marcação do complexo peptídico HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) com átomos 

de 99mTc 

 

A marcação do HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) com 99mTc apresentou rendimento 

adequado em ambos os protocolos utilizados. No protocolo do teste de afinidade 

(item 4.3.1), o rendimento de radiomarcação foi de 93,12±2,36%. Já a 

radiomarcação de acordo com o protocolo dos estudos em animais (item 4.3.2) 

apresentou um rendimento de 96,38±2,36%. Em ambos os casos, o rendimento de 

radiomarcação foi superior a 90%, o que significa níveis aceitáveis das impurezas 

radioquímicas, 99mTcO4
- e 99mTcO2, conforme descrito pela Farmacopeia Americana 

(USP, 2011). Além disso, esses resultados estão em conformidade com valores 

previamente relatados por pesquisadores do nosso grupo (de BARROS et al., 2010). 

 

5.2 Teste de afinidade in vitro do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) pelas 

células LNCaP 

 

Os dados obtidos no teste de afinidade do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) pelas 

células LNCaP mostraram que a fração de peptídeos que se ligaram às células foi 

de 2,08±0,30% e 2,44±0,18%, para os tempos de 1 e 4 horas de incubação, 

respectivamente. Dentre os peptídeos que se ligaram às células, a fração que se 

internalizou foi de 25,64±3,14% e 25,27±2,05%, para os tempos de 1 e 4 horas, 

respectivamente. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os tempos 

de incubação avaliados, tanto para o percentual de ligação, quanto para o 

percentual de internalização (Gráfico 2). 
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Gráfico 2 – Percentuais de ligação e de internalização do 

99m
Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

nas células LNCaP, sem bloqueio prévio pelo peptídeo frio. 
Os valores estão representados como ‘média ± desvio padrão’ (n=3). 

 

O percentual de ligação do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

nas células LNCaP foi próximo aos valores descritos na  literatura. Nestes estudos, 

os pesquisadores relataram percentuais de ligação entre 4 e 7% para o peptídeo 

bombesina, complexado a diferentes espaçadores e agentes quelantes e marcado 

com 111In, nas células PC-3 (tumor de próstata humano) e AR4-2J (tumor 

pancreático acinar de rato) (ZHANG et al., 2004; MANSI et al., 2009). Não foram 

encontrados dados na literatura para o percentual de ligação do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14). Com relação ao percentual de internalização, trabalhos descritos na 

literatura mostraram valores da ordem de 20 a 33% nas células PC-3, de 22 a 35% 

nas células AR4-2J, de 13 a 17% nas células MCF7 e de 14 a 19% nas células 

MDA-MB231, sendo as duas últimas linhagens humanas de tumor de mama. Nesses 

estudos também foi utilizado o peptídeo bombesina complexado a diferentes 

espaçadores e agentes quelantes e marcado com 99mTc ou 111In (ZHANG et al., 

2004; FRAGOGEORGI et al., 2009; MANSI et al., 2009; SANTOS-CUEVAS et al., 

2009). Para o 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14), o percentual de internalização nas 

células PC-3 foi de 18,5% após 2 horas de incubação (FAINTUCH et al., 2008). A 

internalização é um fator importante para a geração de imagens cintilográficas, uma 

vez que o radiofármaco permanece mais tempo no sítio tumoral, otimizando o 

procedimento de diagnóstico (LISTER-JAMES et al., 1997; HOFFMAN et al., 2003). 
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O teste de afinidade específica do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) pelas células LNCaP, com bloqueio prévio pelo peptídeo frio, 

apresentou percentuais de ligação de 1,41±0,11% e 1,37±0,22%, para os tempos de 

1 e 4 horas de incubação, respectivamente. Por sua vez, a internalização foi de 

10,80±1,17% e 11,70±2,86% para os tempos de 1 e 4 horas, respectivamente. Não 

houve diferença estatisticamente significativa entre os tempos de incubação 

investigados, tanto para o percentual de ligação, quanto para o percentual de 

internalização (Gráfico 3). 
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Gráfico 3 – Percentuais de ligação e de internalização do 

99m
Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

nas células LNCaP, com bloqueio prévio pelo peptídeo frio. 
Os valores estão representados como ‘média ± desvio padrão’ (n=3). 

 

Em alguns trabalhos descritos na literatura sobre a afinidade específica do peptídeo 

bombesina, complexado a diferentes espaçadores e agentes quelantes e marcado 

com 99mTc ou 111In, por diferentes linhagens celulares (PC3, AR4-2J, MCF7 e MDA-

MB231) não foram relatados os valores obtidos, mas os pesquisadores descreveram 

uma redução na afinidade do peptídeo pelas células (ZHANG et al., 2004; 

FRAGOGEORGI et al., 2009; SANTOS-CUEVAS et al., 2009). 

 

Para avaliar melhor o teste de afinidade específica do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) pelas células LNCaP, comparou-se os resultados dos testes com e 

sem bloqueio prévio pelo peptídeo frio. Houve redução estatisticamente significativa 

nos percentuais de ligação e de internalização, em ambos os tempos de incubação 

investigados, no teste com bloqueio prévio pelo peptídeo frio quando comparado ao 

teste sem bloqueio (Gráfico 4). 
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Gráfico 4 – Percentuais de ligação e de internalização do 

99m
Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) 

nas células LNCaP. 
Os valores estão representados como ‘média ± desvio padrão’ (n=3). 

Asterisco (*) indica diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 
 

Para o tempo de 1 hora de incubação, o percentual de ligação teve uma queda de 

32,21% e o de internalização reduziu 57,88%, diante do bloqueio prévio pelo 

peptídeo frio. Por sua vez, no tempo de 4 horas de incubação, o bloqueio pelo 

peptídeo frio reduziu a porcentagem de ligação em 43,85% e a de internalização em 

53,70%. Esses resultados sugerem que a interação do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) com as células LNCaP ocorre de maneira específica e, 

provavelmente, deve-se a interação do radiopeptídeo com os GRPr`s super-

expressos nas células tumorais de próstata (FLEISCHMANN et al., 2007; de 

BARROS et al., 2011; LEARS et al., 2011). Assim, os dados desse estudo in vitro 

sinalizam para a perspectiva de investigar essa interação in vivo, ou seja, em 

modelo experimental de tumor de próstata, utilizando as células LNCaP. 
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5.3 Modelo experimental de tumor de próstata 

 

O modelo experimental de tumor de próstata, obtido por meio do implante das 

células humanas da linhagem LNCaP em camundongos machos BALB/c nude, 

desenvolveu-se com sucesso. Após 15, 20 e 25 dias do implante das células nos 

animais, obteve-se tumores com diferentes tamanhos e estágios de 

desenvolvimento (Figura 10). 

                15 DIAS                              20 DIAS                               25 DIAS 

A  

B  

C  

D  

Figura 10 – Estágios de desenvolvimento do tumor de próstata experimental após o implante 

das células LNCaP nos camundongos machos BALB/c nude. (A) Nódulo tumoral. (B, C e D) 
Aspecto microscópico do tumor, coloração H&E e aumento de 2x, 10x e 60x, respectivamente. 

(     hemorragia;         vasos) 
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Os tamanhos dos tumores, 15, 20 e 25 dias após o implante das células LNCaP nos 

camundongos, foram de 5,21±0,45mm, 5,45±0,48mm e 7,58±0,90mm, 

respectivamente (Figura 10.A). Já as massas foram de 0,08±0,02g, 0,08±0,02g e 

0,28±0,06g, respectivamente. Os tumores caracterizaram-se por crescimento 

epitelial em arranjo sólido nos diferentes estágios analisados (Figura 10.B, C e D). 

Com 15 dias de desenvolvimento observou-se um estroma conjuntivo mais evidente 

e moderada proliferação vascular, além de áreas simulando espaços císticos, por 

vezes contendo material acidofílico (Figura 10.B, C e D). Por sua vez, os tumores 

com 25 dias de crescimento apresentaram delicado estroma conjuntivo e aumento 

da formação vascular, havendo ainda a presença de focos hemorrágicos (Figura 

10.C). Nos tumores com 20 dias de desenvolvimento observaram-se aspectos 

morfológicos intermediários entre os de 15 e 25 dias. É importante ressaltar que a 

presença do estroma conjuntivo no tecido tumoral pode reduzir a penetração do 

radiofármaco no mesmo, dificultando seu acesso às células. Por outro lado, a 

presença de vasos neoformados no tecido tumoral é extremamente importante para 

a progressão do câncer (CARMELIET, 2003; VIRREY et al., 2008; CHUA et al., 

2010; JUN et al., 2010). No entanto, sabe-se que esta nova rede endotelial é 

formada de maneira desordenada, com uma estrutura tortuosa e irregular (JAIN et 

al., 2002) e, portanto, a permeabilidade entre as células está aumentada 

(RUOSLAHTI, 2002; MUNN, 2003; GOSH et al., 2008). Essas características podem 

ser úteis no direcionamento do radiofármaco para as células tumorais. 

 

5.4 Estudos de biodistribuição 

 

O perfil de biodistribuição do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14), 

em camundongos machos BALB/c sadios, encontra-se representado a seguir 

(Gráfico 5). 
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Gráfico 5 – Perfil de biodistribuição do 

99m
Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos 

machos BALB/c sadios (n=5). 
 

A biodistribuição do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) mostrou uma rápida 

depuração sanguínea, indicada pelo reduzido %DI/g do sangue, já no tempo de 1 

hora após a administração do radiopeptídeo. Esta rápida depuração sanguínea foi 

acompanhada por uma captação acentuada pelos rins, indicando que a eliminação 

do radiofármaco ocorre pela via renal, o que está em conformidade com a natureza 

hidrofílica da molécula. Embora a eliminação renal possa ser um inconveniente para 

a aplicação clínica do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14), devido a proximidade da 

próstata com o sistema geniturinário, especialmente com a bexiga, estudos tem 

demonstrado o contrário. SCOPINARO et al., 2003 relataram a potencialidade de 

outro análogo da BBN, marcado com 99mTc, em detectar o tumor de próstata e a 

metástase em linfonodos pélvicos em seres humanos, por meio de imagens 

cintilográficas. Neste estudo, os autores relataram a possibilidade de se utilizar a 

lavagem contínua da bexiga para aqueles pacientes cuja detecção do tumor não foi 

possível logo após a administração do radiotraçador. 
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O perfil de biodistribuição do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) mostrou também 

que o pâncreas e o intestino delgado apresentaram as maiores captações do 

radiofármaco depois dos rins, o que se justifica pela presença de GRPr`s nesses 

órgãos (SANTOS-CUEVAS et al., 2009). Os dados obtidos abrem a possibilidade de 

se utilizar esse radiopeptídeo, também, para a identificação de tumores de pâncreas, 

em estudos posteriores. 

 

A biodistribuição do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos BALB/c é 

semelhante àquela encontrada na espécie Swiss por FAINTUCH et al., 2008. Além 

disso, outros trabalhos descritos na literatura relataram perfis similares de 

biodistribuição para o peptídeo BBN, complexado a diferentes espaçadores e 

agentes quelantes com caráter hidrofílico como o do HYNIC (FRAGOGEORGI et al., 

2009; SANTOS-CUEVAS et al., 2009). 

 

O perfil de biodistribuição do complexo peptídico 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14), 

em camundongos machos BALB/c com tumor de próstata, encontra-se representado 

no Gráfico 6 (25 dias) e nos anexos B (15 dias) e C (20 dias). 
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Gráfico 6 – Perfil de biodistribuição do 
99m

Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos 

machos BALB/c nude com tumor de próstata com 25 dias de desenvolvimento (n=5). 
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A biodistribuição do 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14) nos camundongos com tumor 

de próstata demonstrou um perfil semelhante àquele observado nos animais sadios 

com relação a eliminação renal. No tempo de 1 hora após a administração do 99mTc-

HYNIC-Ala-Bombesina(7-14), o percentual de captação do radiotraçador pelo tumor 

foi da ordem de 4%. FAINTUCH et al., 2008 encontraram um percentual de captação 

de 3,0% do 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14) pelo tumor de próstata (células PC3), 

decorridos 90 minutos após a administração do radiofármaco. Já SHI et al., 2008 

descreveram um valor de aproximadamente 1,0% de captação do 99mTc-HYNIC-

Ala-Bombesina(7-14) pelo tumor de cólon (células HT-29), 1 hora após a injeção do 

radiopeptídeo. Por sua vez, MANSI et al., 2011 relataram um percentual de captação 

de 5,5% de um derivado de bombesina marcado com 68Ga pelo tumor de próstata 

(células LNCaP), após 1 hora da injeção do radiotraçador. Portanto, os dados 

obtidos nesse trabalho estão em consonância com aqueles descritos na literatura. A 

captação pelo pâncreas e pelo intestino delgado, no tempo de 1 hora, é da mesma 

ordem de grandeza daquela obtida para o tumor, reforçando a presença dos GRPr`s 

nestes tecidos (SANTOS-CUEVAS et al., 2009).  No tempo de 4 horas, a captação 

do 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14)  pelo tumor foi inferior a 1,0%. Este dado 

também está em conformidade com a literatura. SHI et al., 2008 encontraram um 

valor de  aproximadamente 0,5% para a captação desse mesmo radiotraçador pelo 

tumor de cólon (células HT-29). Cabe ressaltar que a captação do 99mTc-HYNIC-

Ala-Bombesina(7-14) pelo tumor de próstata, obtida nesse trabalho no tempo de 4 

horas, foi inferior à captação pelo pâncreas e pelo intestino delgado, provavelmente 

devido a menor densidade de GRPr`s no tumor, associada a maior depuração do 

radiotraçador presente nos vasos sanguíneos constituintes do tecido tumoral. 

 

A dose do 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14), acumulada no tecido tumoral 1 e 4 

horas após a administração do radiotraçador, aumentou com o crescimento do 

tumor, em ambos os tempos investigados. Além disso, com o desenvolvimento do 

tumor também houve um aumento de sua massa (Gráfico 7). 



63 

 

15 dias 20 dias 25 dias
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0

2

4

6

8

10% DI - 1 hora

% DI - 4 horas

Tamanho

a a

b

d

c
c

ee

f

%
 D

I

T
a

m
a

n
h

o
 (m

m
)

 
Gráfico 7 – Percentual da dose injetada (%DI) do 

99m
Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) captado 

pelo tumor em relação ao tamanho do mesmo. 
Os valores estão representados como ‘média ± desvio padrão’ (n=5). 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas para o mesmo grupo 
(p<0,05). 

 

Como pode ser observada pela análise histopatológica (item 5.3), a quantidade de 

estroma conjuntivo no tumor foi inversamente proporcional ao estágio de 

desenvolvimento do mesmo. Por outro lado, a intensidade da proliferação vascular 

foi diretamente proporcional. Dessa forma, com o maior tempo de desenvolvimento 

do foco tumoral, maior %DI do 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14) fluiu para o interior 

do tecido e ligou-se às células LNCaP (Gráfico 7). Entretanto, como mencionado 

anteriormente, a massa do tumor também aumentou com o seu desenvolvimento 

(Gráfico 7). Assim, quando foi calculado o %DI/g, os valores relativos obtidos 

tornaram-se similares para os três estágios de crescimento do tumor investigados 

(Gráfico 8). 
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Gráfico 8 – Percentual da dose injetada por grama de tecido (%DI/g) do 

99m
Tc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) captado pelo tecido tumoral. 
Os valores estão representados como ‘média ± desvio padrão’ (n=5). 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 
 

Observa-se pelo gráfico 8 que, nos diferentes estágios de desenvolvimento do tumor 

avaliados, houve redução estatisticamente significativa do %DI/g entre os tempos de 

1 e 4 horas após a administração do peptídeo radiomarcado, atribuída à depuração 

do mesmo do tecido tumoral (Gráfico 8). 

 

5.5 Imagens cintilográficas 

 

As imagens cintilográficas, obtidas 1 e 4 horas após a administração intravenosa do 

99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos machos BALB/c sadios e com 

tumor de próstata com 15, 20 e 25 dias de desenvolvimento, estão ilustradas a 

seguir (Figura 11). 
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  1 HORA                                           4 HORAS 

A  

B  

C  

D  

Figura 11 - Imagens cintilográficas obtidas após administração do 
99m

Tc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) nos camundongos machos BALB/c (n=3). (A) Sadios. (B, C e D) Tumor de 
próstata com 15, 20 e 25 dias de desenvolvimento, respectivamente. 

As setas indicam o foco tumoral. 
 

O perfil do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) obtido pelas imagens cintilográficas 

dos camundongos sadios, em ambos os tempos estudados, apresentou uma 

elevada captação do radiofármaco pelos rins e pela bexiga (Figura 11.A). Este 

órgão foi retirado das imagens para melhor visualização do contorno do animal, uma 
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vez que o percentual de radiação associado à bexiga foi bastante alto. Esse perfil 

corrobora o encontrado nos estudos de biodistribuição, indicando a via urinária como 

via de eliminação do radiopeptídeo. Além disso, não foram observados acúmulos de 

radioatividade na tireóide, no estômago, no fígado e no baço, o que está de acordo 

com os dados do rendimento de radiomarcação (item 5.1), atestando níveis 

aceitáveis das impurezas radioquímicas, 99mTcO4
- e 99mTcO2.  

 

As cintilografias dos camundongos com tumor de próstata também apresentaram 

acentuada captação do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) pelos rins e pela bexiga, 

em ambos os tempos investigados e para os três estágios de desenvolvimento do 

tumor avaliados (Figura 11.B, C e D). As imagens cintilográficas dos animais com 

tumor de próstata com 15 dias de crescimento não apresentaram acúmulo do 99mTc-

HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) na região do foco tumoral (flanco superior direito – 

setas: Figura 11.B), nos tempos estudados. Por outro lado, as cintilografias dos 

camundongos com tumor de próstata com 20 e 25 dias de desenvolvimento 

apresentaram acúmulo do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) na região do tumor 

(flanco superior direito – setas: Figura 11.C e D). Entretanto, este acúmulo foi mais 

evidente no tempo de 4 horas após a administração do radiopeptídeo, para o tumor 

com 25 dias de crescimento. Ressalta-se que o tumor com 25 dias de 

desenvolvimento apresentava apenas cerca de 7,6 mm de tamanho. NAKASHIMA et 

al., 2004 mostraram que a RNM endoretal é útil na detecção do foco tumoral de 

próstata somente quando o mesmo apresenta um tamanho superior a 1,0 cm. 

Portanto, os resultados encontrados nesse estudo mostram que o 99mTc-HYNIC-

βAla-Bombesina(7-14) é capaz de identificar o foco tumoral de próstata em estágio 

mais precoce de seu desenvolvimento. Além disso, diversos trabalhos descritos na 

literatura apresentaram imagens com perfis semelhantes aos encontrados nesse 

trabalho. FAINTUCH et al., 2008, SHI et al., 2008 e de BARROS et al., 2010 

apresentaram imagens cintilográficas após administração do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) em animais com tumor de próstata (células PC3), de cólon (células 

HT-29) e de Ehrlich, respectivamente. Nas descrições das imagens, os autores 

relataram captação pelos rins e pela bexiga e elevado acúmulo na região tumoral. 

Por sua vez, MANSI et al., 2011 apresentaram imagem de PET/CT, após 

administração de um derivado de bombesina marcado com 68Ga em camundongos 
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com tumor de próstata (células LNCaP), em que também foi possível visualizar rins, 

bexiga e foco tumoral. 

 

Os resultados das análises quantitativas das imagens cintilográficas dos animais com 

tumor de próstata encontram-se a seguir (Gráfico 9). 
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Gráfico 9 – Relação alvo/não-alvo (tumor/músculo) obtida pelas imagens cintilográficas. 

Os valores estão representados como ‘média ± desvio padrão’ (n=3). 
Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos de 15, 20 e 

25 dias para o mesmo tempo (p<0,05). 
Asterisco (*) indica diferenças estatisticamente significativas entre os tempos de 1 e 4 horas 

para o mesmo grupo (p<0,05). 
 

Observa-se pelo gráfico que as relações alvo/não-alvo, 4 horas após a 

administração do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14), para os estágios de 15 e 25 

dias de desenvolvimento do tumor foram estatisticamente superiores aquelas 

obtidas no tempo de 1 hora.  Para as cintilografias dos camundongos com tumor de 

próstata com 20 dias de crescimento, as relações obtidas nos tempos investigados 

não apresentaram diferença estatisticamente significativa, embora tenha ocorrido um 

ligeiro aumento no tempo de 4 horas. Os aumentos observados 4 horas após a 

injeção do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) podem ser explicados pela maior taxa 

de depuração do radiopeptídeo do músculo contralateral, quando comparada àquela 

do tumor. No tumor (alvo) o radiotraçador encontra-se ligado e internalizado nas 

células LNCaP, uma vez que as mesmas super-expressam GRPr`s, o que não 

ocorre no músculo contralateral (não-alvo). 
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As relações alvo/não-alvo, 1 hora após a administração do 99mTc-HYNIC-βAla-

Bombesina(7-14) nos camundongos com tumor de próstata, foram maiores nos 

animais com foco tumoral com 20 e 25 dias de desenvolvimento, quando 

comparadas com a relação dos camundongos com tumor de próstata com 15 dias 

de crescimento. Entretanto, entre os grupos com tumor com 20 e 25 dias de 

desenvolvimento não foi observada diferença estatisticamente significativa. O 

mesmo ocorreu para o tempo de 4 horas após a injeção do radiofármaco. Para os 

animais com foco tumoral com 15 dias de crescimento, os valores das relações 

alvo/não-alvo foram menores que 1,5 em ambos os tempos avaliados. Por outro 

lado, as relações obtidas nas imagens cintilográficas dos camundongos com tumor 

de próstata com 20 e 25 dias de desenvolvimento foram maiores que 1,5 nos 

tempos investigados, atingindo um valor maior que 2,0 no tempo de 4 horas para o 

grupo com foco tumoral com 25 dias de crescimento.  De acordo com PHILLIPS, 

1999 para que substâncias radiomarcadas possam ser consideradas como 

potenciais agentes de diagnóstico, a relação alvo/não-alvo deve ser maior que 1,5. 

Esse valor indica uma captação pelo menos 50% maior no tecido alvo em relação ao 

tecido não-alvo. 

 

Os resultados das relações alvo/não-alvo estão em consonância com as 

observações das imagens cintilográficas, pois nos animais com tumor de próstata 

com 15 dias de desenvolvimento não foi observado qualquer acúmulo do 99mTc-

HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) na região tumoral. Por outro lado, as cintilografias 

revelaram captação do radiotraçador na região tumoral para os camundongos com 

estágios de 20 e 25 dias de crescimentodo do tumor, com maior ênfase para o 

tempo de 4 horas. Cumpre ressaltar que no tempo de 4 horas do grupo com foco 

tumoral de 25 dias de desenvolvimento obteve-se a melhor visualização do tumor 

pelas imagens cintilográficas, corroborando com o valor da relação alvo/não-alvo 

superior a 2,0. Portanto, as imagens cintilográficas e os dados obtidos sugerem que 

o 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14) poderá ser empregado como possível agente 

de diagnóstico para a identificação do tumor de próstata. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

A marcação do complexo peptídico HYNIC-Ala-Bombesina(7-14) com átomos de 

99mTc apresentou rendimentos adequados, superiores a 90%, para ambos os 

protocolos realizados. 

 

O estudo in vitro mostrou afinidade do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) pelas 

células LNCaP, indicando  interação específica entre o radiotraçador e os  GRPr`s 

presentes nas células. 

 

O modelo experimental de tumor de próstata em camundongos machos BALB/c 

nude, utilizando as células LNCaP, mostrou padrão de desenvolvimento compatível  

com características de tecido maligno. 

 

O estudo de biodistribuição do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos 

machos BALB/c sadios mostrou perfil de excreção renal, com captação por pâncreas 

e intestino delgado. Nos animais com tumor de próstata, o perfil de biodistribuição foi 

similar àquele observado para os camundongos sadios, observando-se também 

acúmulo do radiotraçador no foco tumoral.  

 

Observou-se compatibilidade entre as imagens cintilográficas e o perfil de 

biodistribuição do 99mTc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos sadios e 

com tumor de próstata. 

 

A melhor visualização do tumor de próstata pelas imagens cintilográficas foi 

observada no tempo de 4 horas para os camundongos com tumor com 25 dias de 

desenvolvimento. 

 

O complexo peptídico 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14)  foi capaz de identificar as 

células LNCaP, in vitro e in vivo, tornando-se um potencial agente de diagnóstico 

para este tipo de tumor. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

 

Investigar a possibilidade de se utilizar o complexo 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-

14)  na identificação de tumor de próstata em seres humanos, a exemplo do que foi 

descrito por SCOPINARO et al., 2003. 

 

Empregar o complexo peptídico 99mTc-HYNIC-Ala-Bombesina(7-14) na identificação 

de tumor de pâncreas, em modelo experimental. 

 

Empregar outros radiopeptídeos na identificação de tumores, como por exemplo o 

peptídeo intestinal vasoativo (VIP) radiomarcado na identificação de tumor de cólon-

retal, em modelo experimental. 
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ANEXO A – Certificado de aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG). 
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ANEXO B – Perfil de biodistribuição do 
99m

Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos 

machos BALB/c nude com tumor de próstata com 15 dias de desenvolvimento (n=5). 
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ANEXO C – Perfil de biodistribuição do 
99m

Tc-HYNIC-βAla-Bombesina(7-14) nos camundongos 

machos BALB/c nude com tumor de próstata com 20 dias de desenvolvimento (n=5). 
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