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Só Deus basta" 
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Sendo eu, um aprendiz 
A vida já me ensinou que besta 

É quem vive triste 
Lembrando o que faltou 

Magoando a cicatriz 
 

E esquece de ser feliz  
Por tudo que conquistou 

 
Afinal, nem toda lágrima é dor 

Nem toda graça é sorriso 
Nem toda curva da vida  
Tem uma placa de aviso 

 
E nem sempre o que você perde 

É de fato um prejuízo 
 

O meu ou o seu caminho  
Não são muito diferentes 

Tem espinho, pedra, buraco 
Pra "mode" atrasar a gente 

 
Mas não desanime por nada 

Pois até uma topada 
Empurra você pra frente 

 
Tantas vezes parece que é o fim 

Mas no fundo, é só um recomeço 
Afinal, pra poder se levantar 

É preciso algum tropeço 
 

Bráulio Bessa - Adaptado 
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RESUMO 

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública em todo o mundo. Nas últimas duas 

décadas, melhorias em diagnóstico e terapêutica foram realizadas, levando a queda de 23% na taxa 

de mortalidade por câncer; No entanto, o câncer ainda é uma das principais causas de morte 

mundialmente. Portanto, pesquisa básica e clínica são necessárias para reduzir a mortalidade 

relacionada ao câncer. Um total de 49 compostos híbridos contendo porções de piridil,1,3-tiazol e 

tiossemicarbazonas foram testados para avaliar o seu potencial anticâncer sendo realizado um 

estudo farmacológico de suas propriedades antitumorais em vários modelos biológicos in vitro, 

frente a linhagens de células tumorais humanas HL-60 (leucemia), MCF-7 (adenocarcinoma de 

mama), HepG2 (carcinoma hepatocelular), NCI-H292 (carcinoma de pulmão) e células não 

tumorais (PBMC, células mononucleares de sangue periférico humano) e in vivo em um modelo 

xenográfico de câncer de hepatocelular. Os compostos foram classificados em quatro grupos de 

acordo com a estrutura química de que são derivados: grupo TAP (TAP 01- 12) são 2-piridil 2,3-

tiazois com um metil em C6. Os grupos TP (TP 01-12) são piridiltiazolil, os TS (TS 01 - 13) são 

tiossemicarbazonas e TZ (TZ 01 - 12) são compostos de benziltiazolil. A maioria dos compostos 

foi altamente citotóxico em pelo menos uma linhagem celular testada (IC50 3 μM), exceto o 

grupo benziltiazolil (TZ),  sendo HL-60 a linhagem mais sensível e HepG2 a mais resistente. Os 

compostos TAP-07 ((2-(1-(piridin-2-il)ethileno)hidraziil)-4-(4-clorofenil)-1,3-thiazol) e TP-07 (2-

(2-(piridin-2-ilmetileno)hidrazinil)-4-(4-clorofenil)-1,3-tiazol) apresentaram atividade citotóxica 

em todas as linhagens de células tumorais, incluindo HepG2 (IC50 2,2 e 5,6 μM, respectivamente) 

sem efeitos antiproliferativos para células normais (PBMC) (IC50> 30 μM), tornando TAP-07 e 

TP-07, os compostos com o índice de seletividade mais favorável. TAP-07 e TP-07 induziram 

apoptose em células HepG2 e apresentaram atividade antitumoral in vivo  (40mg/Kg) no modelo 

xenográfico de câncer de hepatocelular em camundongos C.B-17 com imunodeficiência 

combinada severa. Os diagnósticos sistêmicos verificados por técnicas bioquímicas e 

histopatológicas não revelaram sinais significativos de toxicidade após o tratamento com TAP-07 

e TP-07. No conjunto, dos compostos avaliados, os resultados indicaram a atividade antitumoral 

em câncer de fígado de derivados de 2-piridil-2,3-tiazol. 

 

Palavras-chave: 2,3-tiazol 2-piridil. HepG2. Antitumoral. Citotoxicidade. câncer de fígado; 

Toxicidade. 
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ABSTRACT 

Cancer is the major public health problem worldwide. In the last two decades, improvements in 

diagnostics and therapeutics have been done, leading to 23% drop in the cancer death rate; 

however, cancer still is a leading cause of death worldwide. Therefore, basic and clinical research 

is necessary to reduce the mortality related to cancer (Siegel et al., 2016). A total of 49 hybrid 

compounds containing pyridyl,1,3-thiazole and thiosemicarbazones groups were tested to assess 

their anticancer potential in vitro against human tumor and non-tumor cell lines: HL-60 

(leukemia), MCF-7 (breast adenocarcinoma), HepG2 (hepatocellular carcinoma), NCI-H292 (lung 

carcinoma) (PBMC, human peripheral blood mononuclear cells) and in vivo with a hepatocellular 

xenograft cancer model. The compounds were classified at four groups according to the chemical 

structure they are derived from: TAP group are 2-pyridyl 2,3-thiazoles with a methyl at C6; TP 

compounds are pyridyl thiazolyl and TZ are benzyl thiazolyl compounds while TS compounds are 

thiosemicarbazones. Most of them were highly potent in at least one cell line tested (IC50 3 µM), 

except TZ compounds, being HL-60 the most sensitive and HepG2 the most resistant cell line. 

Among them, TAP-07 (2-(1-(pyridin-2-yl)ethylene)hydrazinyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-thiazole) 

and TP-07 (2-(2-(pyridin-2-ylmethylene)hydrazinyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-thiazole) presented 

cytotoxic activity in all tumor cell lines, including HepG2 (IC50 2.2 and 5.6 µM, respectively) 

without antiproliferative effects to normal cells (PBMC) (IC50 > 30 µM), making TAP-07 and TP-

07, the compounds with the most favorable selectivity index. TAP-07 and TP-07 induced 

apoptosis in HepG2 cells and presented in vivo  (50 mg/kg) antitumor activity in hepatocellular 

xenograft cancer model at C.B-17 severe combined immunodeficient mice. Systemic toxicological 

evaluation verified by biochemical and histopathological techniques reveled no major signs of 

toxicity after treatment with TAP-07 and TP-07. Together the results indicated the anti-liver 

cancer activity of 2-pyridyl 2,3-thiazole derivatives. 

 

 Keywords:  2-pyridyl 2,3-thiazoles. HepG2. antitumor. cytotoxicity. liver cancer. toxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Câncer, tumores malignos e neoplasias são termos utilizados para designar um grupo de 

doenças que pode afetar várias partes do corpo. O câncer é uma doença grave e complexa, 

tratando-se de uma patologia multifatorial em que estão envolvidas diversificadas vias 

bioquímicas e imunológicas (WHO, 2012).  Esta doença é caracterizada por um crescimento 

anormal de células além dos seus limites, o que pode ocasionar a invasão de partes adjacentes do 

corpo ou mesmo a migração de células tumorais para outros órgãos, processo denominado 

metástase, que é a principal causa de morte por câncer (WHO, 2015). 

 O surgimento do câncer pode ser desencadeado por diversas desordens, tanto de ordem 

exógena quanto endógena. Fatores ambientais, biológicos e predisposições genéticas associadas a 

desequilíbrios hormonais são situações que podem comprometer o comportamento celular, 

gerando situações onde haja favorecimento para surgimento de neoplasias malignas (COTRAN et 

al., 2005; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2000; SILVA, 2006). 

 O câncer pode ser iniciado em praticamente qualquer parte do organismo humano, que é 

constituído de trilhões de células. De acordo com as necessidades  do corpo, as células normais 

crescem e se dividem para dar origem a novas células. Seguindo este ciclo, as células que sofrem 

danos ou envelhecem, naturalmente morrem para dar lugar a outras. Entretanto, quando o câncer 

ocorre, há uma falha deste processo. Novas células passam a ser formadas sem que haja 

necessidade, e aquelas que deveriam morrer permanecem vivas. Esse excesso de células em 

divisão descontrolada dá origem aos tumores malignos (NCI, 2015). 

 Neoplasias malignas são a principal causa de morte no mundo, e entre seus principais sítios 

de incidência, podemos citar pulmões, fígado, estômago, cólon, mama e esôfago como os cânceres 

responsáveis pelo maior número de mortes. Dentre as principais causas do câncer figuram os 

carcinógenos físicos como a radiação ionizante, carcinógenos químicos como os componentes do 

tabaco, arsênico e aflatoxinas, e carcinógenos biológicos como vírus, bactérias e outros parasitas. 

O avanço da idade é também considerado um fator de risco para o  câncer, uma vez que a doença 

está relacionada aos mecanismos de reparo do DNA e com o aumento da idade há uma tendência 

à diminuição da efetividade destes mecanismos (WHO, 2015).   

 O arsenal quimioterápico disponível para o tratamento do câncer apresenta vários 

problemas quanto à especificidade, potencialidade e presença de efeitos indesejados 

(GOTTESMAN, 2002). 
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 Atualmente as neoplasias malignas constituem um problema de saúde pública dada sua 

crescente importância como causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo. No Brasil, as 

estimativas para o ano de 2017 apontam a ocorrência de aproximadamente 596 mil casos novos de 

câncer, incluindo os casos de pele não melanoma, reforçando a magnitude do problema do câncer 

no país (INCA, 2016). Diante de tal cenário, fica clara a necessidade de continuidade em 

investimentos no desenvolvimento de ações abrangentes para o controle do câncer, incluindo o 

desenvolvimento de novos fármacos. A síntese química contribui tanto para o fornecimento de 

fármacos quanto para o surgimento de novas moléculas bioativas para serem utilizadas no 

tratamento de diversas doenças.  

 Compostos contendo a porção tiossemicarbazona, tiazóis e piridinas têm sido amplamente 

descritos na literatura em associação com uma grande variedade de atividades biológicas, tornando 

evidente o papel desse grupo químico como farmacóforo responsável pelas respostas biológicas 

observadas nos mais diversos derivados.  

 Diante de tal cenário, fica claro a necessidade de pesquisar novos grupos de fármacos para 

o controle e o tratamento do câncer. A prevenção de novos casos, o aumento da sobrevida e a 

melhora na qualidade de vida das pessoas com câncer são um dos novos desafios das pesquisas 

atualmente. 

 O presente trabalho baseia-se na possibilidade de investigar o potencial anticâncer de 

novos derivados através de estudo do potencial antitumoral e citotóxico de derivados híbridos da 

piridina, tiossemicarbazona e tiazóis em células tumorais de diferentes origens e avaliar a 

seletividade, citotoxicidade em células não neoplásicas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos gerais sobre o câncer 

 Neoplasia significa "novo crescimento", e é então chamado de neoplasma (KUMAR et al., 

2005). Em 1930 o patologista Rupert Willis definiu neoplasia maligna como massa tumoral 

anormal de tecido, cujo crescimento excede ao crescimento dos tecidos normais e persiste mesmo 

cessada a causa que o provocou, desta forma sendo considerada a definição mais aceita 

(CONTRAN et al., 1999). Câncer é um termo comum para todos os tumores malignos, derivados 

do termo latim para caranguejo. 

 O câncer representa um conjunto de mais de 100 doenças e pode também ser definido 

como enfermidade complexa de caráter mutacional, proliferativo, de crescimento celular aberrante 

e descontrolado, em que células em um mesmo microambiente, invadem os tecidos e órgãos 

adjacentes, podendo migrar para regiões distantes do organismo, evento este conhecido como 

metástase (INCA, 2017). 

 A célula cancerígena propriamente dita caracteriza-se pela perda de função em 

consequência da ausência desdiferenciação, proliferação incontrolada, invasividade dos tecidos 

adjacentes e metástases. A origem dessa célula e o desenvolvimento de um tumor benigno ou 

maligno é consequência de alterações genéticas que podem ser produzidos por mecanismo como 

inativação de genes supressores de tumor, ativação de oncogenes.(SIEBER, HEINIMANN, 

TOMLINSON, 2003). 

 Considerado como uma doença genética o desenvolvimento do câncer se deve a mutações 

em determinados genes nucleares. Uma mutação em um gene que modula a proliferação ou a 

diferenciação da célula pode fazer com que seu produto seja hiperativo ou produzido em excesso 

e, como resultado, tem-se a transformação do fenótipo celular. Esses genes mutantes são, por isso, 

classificados como oncogenes; ou seja, genes causadores de câncer. Em contra partida os genes 

normais expressos durante o desenvolvimento embrionário são denominados proto-oncogenes 

(WESTPHAL et. al., 2003). 

 Muitos proto-oncogenes codificam moléculas que induzem a diferenciação celular, 

receptores para essas moléculas, proteínas relacionadas a transdução de sinais e fatores de 

transcrição. Quando ocorrem mutações nos proto-oncogenes, com sua consequente hiperativação 

ou superexpressão, pode ser observado o desenvolvimento de uma neoplasia (WESTPHAL et. al., 

2003). Um grande número de agentes apresenta capacidade de provocar lesão e induzir 

transformação neoplásica das células, entre eles citam-se: carcinógenos químicos, energia 
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radioativa, vírus oncogênicos e alguns agentes microbianos. Os genes supressores de tumor 

quando ativos inibem a ocorrência de divisão celular. O equilíbrio na atuação desses dois grupos 

de genes resulta no perfeito funcionamento do ciclo celular (SANTOS; WADA, 2005). Sendo 

assim, o desenvolvimento de um câncer envolve um número de diferentes alterações genéticas 

ocorrendo sequencialmente na célula, incluindo a deleção de genes específicos (genes supressores 

de tumores), a mutação de oncogenes (que podem transformar células normais em tumorais), além 

de outras aberrações cromossômicas. Essas mudanças sequenciais estão aparentemente associadas 

à progressão até maiores graus de malignidade (HILL; TANNOCK, 2013). 

 Dentre os tratamentos do câncer, a cirurgia foi o primeiro tratamento que alterou de forma 

significativa a doença e ainda é um importante método terapêutico utilizado. A radioterapia, outra 

modalidade terapêutica que pode ser prescrita em associação ou isoladamente, tem o objetivo de 

levar as células malignas a perder sua clonogenicidade, nem sempre preservando os tecidos 

normais (INCA, 2017). A quimioterapia também tem seu papel de destaque como um dos 

principais métodos para o tratamento de diversos tipos de câncer (HUANG et al., 2013). É a opção 

utilizada principalmente para tratamento de tumores não curáveis por radioterapia e/ou cirurgia. O 

principal objetivo dessa terapia é destruir as células que estão se multiplicando de forma 

desordenada e preservar as normais (CALABRESI; CHABNER, 1997). 

 O tratamento quimioterápico é fundamentado na utilização de compostos, na forma de 

mono ou politerapia, baseada na cinética celular, considerando o ciclo e o tempo de vida celular, a 

fração de crescimento e o tamanho da massa tumoral (INCA, 2017). Apesar das vantagens, o 

principal problema advindo deste tratamento consiste na inespecificidade da maioria dos 

antineoplásicos, trazendo assim uma citotoxicidade generalizada (ELTING et al., 2003). 

 A célula neoplásica  adquire vantagens metabólicas e capacidades biológicas quando 

comparadas às células não neoplásicas como: a) perda do controle da proliferação e divisão 

celular; b) imortalização celular devido à ativação da enzima telomerase; c) alterações 

cromossômicas (de forma e número); d) perda das propriedades adesivas da membrana plasmática, 

que permite o reconhecimento célula-célula e a inibição por contato do movimento e crescimento 

celular; e) perda de função e da capacidade de diferenciação ou especialização; f) capacidade para 

invadir tecidos vizinhos ou distantes e formar metástases; g) capacidade de induzir a formação de 

novos vasos sangüíneos (angiogênese). Observa-se, ainda, que todos os casos de câncer estão 

envolvidos com as vias de transmissão de sinais biológicos, no controle positivo e negativo do 

ciclo celular e da morte celular programada (RIBEIRO et al., 2003). 

A classificação do câncer é feita de acordo com o tipo de célula que o originou, baseada no 

componente parenquimatoso, e não de acordo com os tecidos para os quais se espalhou. Pode-se 
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chamar de classificação primária (KUMMAR et al., 2009). Os tumores benignos são designados 

com a inclusão do sufixo "oma" na célula de origem, por exemplo, um tumor benigno que surge a 

partir das células fibroblásticas é denominado fibroma. Adenoma é o termo aplicado a um 

neoplasma epitelial benigno que forma padrões glandulares assim como tumores derivados de 

glândulas, mas não necessariamente reproduzindo os padrões glandulares. A nomenclatura dos 

tumores malignos segue o mesmo padrão usado para os neoplasmas benignos, com adição de 

algumas expressões. Os tumores malignos que surgem do tecido mesenquimal são chamados de 

sarcomas. Os neoplasmas malignos, originados a partir de células epiteliais são chamados de 

carcinomas (KUMAR et al., 2005). 

 Existem grandes diferenças entre as características morfológicas, moleculares e funcionais 

dos diversos tipos de células neoplásicas, tais como: a) polimorfismo  (células diferem muito em 

tamanho e formas); b) aneuploidia (quantidade anormal de cromossomas); c) citoplasma 

geralmente basófilo, devido à riqueza em ribossomas, visto que se multiplicam muito e d) 

citoesqueleto desorganizado, características estas que variam de célula para célula neoplásica.  

 O diagnóstico laboratorial do câncer se torna, a cada ano, mais sofisticado e complexo. 

Dentre os principais métodos utilizados encontram-se: métodos histológicos e citológicos, imuno-

histoquímica, diagnóstico molecular, citometria de fluxo e marcadores tumorais (KUMAR et al., 

2005). 

Embora ainda não se tenha alcançado uma compreensão completa a respeito das 

mutações que controlam o câncer, sabe-se que vias regulatórias críticas para a proliferação, 

crescimento e sobrevivência da célula podem ser perturbadas por estas alterações. Em células 

tumorais, observa-se um desequilíbrio entre proliferação desenfreada, instabilidade genômica, 

alterações do ciclo celular e evasão da morte celular por apoptose (HAHN, 2004). Essas 

transformações mutam as células normais em cancerosas através da desregulação de um amplo 

expectro de vias reguladoras e efetoras, e é esta complexidade que tem dificultado o 

desenvolvimento de terapias específicas e efetivas contra o câncer (PULVERER et al., 2001). 

A gênese tumoral pode levar vários anos até que se identifique a presença de um 

tumor. Considera-se que existem três estágios para a carcinogênese: a iniciação, onde a célula 

sofre mutações por carcinógenos; a promoção, onde a continuidade da exposição aos 

carcinógenos impede o reparo celular e inicia a produção de células malignas e a progressão, 

que consiste na multiplicação desenfreada das células e aparecimento de sintomas clínicos ( 

ALMEIDA, et al., 2005; SOARES, 2013) 
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Apesar dos mecanismos complexos de iniciação do câncer, muito tem-se pesquisado 

sobre como ele se origina e sobre o seu comportamento. Hanahan e Weinberg (2011) 

enumeraram as capacidades biológicas adquiridas por células tumorais durante seu 

desenvolvimento. 

Fuga dos supressores do crescimento, resistência à morte celular/ imortalidade 

replicativa, indução de angiogênese, ativação de processo invasivo e metástase  (HANAHAN;  

WEINBERG,  2011;  LUO;  SOLIMINI;  ELLEDGE,    2009), reprogramação do metabolismo 

energético e evasão da destruição pelo sistema imune  (LUO;  SOLIMINI;  ELLEDGE,    2009) 

são características adquiridas por células tumorais para manutenção da sinalização proliferativa 

(Figura 1). 

 Muitas destas características são provavelmente suportadas pela instabilidade genômica 

(que acelera a aquisição das características dos marcadores supracitados) e inflamação (que 

alimenta muitas das funções dos marcadores). Além das células tumorais, os tumores apresentam 

uma outra dimensão de complexidade. Eles contêm um repertório de recrutamento de células 

aparentemente normais que contribuem para a aquisição de traços característicos, criando o que 

chamamos de "microambiente do tumor", que torna propício o seu crescimento e desenvolvimento 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

 

Figura 1: Características das células tumorais. 

 

 
Adaptado de HANAHAN & WEINBERG (2011). 
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2.2 Aspectos epidemiológicos do câncer    

 

 As principais observações relativas ao câncer podem ser sugeridas pelos estudos 

epidemiológicos existentes, que relacionam a um ambiente particular, a hereditariedade e 

influências culturais com a ocorrência de tumores malignos. Algumas doenças que se mostrem 

associadas com um risco maior de desenvolver o câncer, podem fornecer dados sobre a 

malignidade (KUMAR et al., 2009). 

 Desde 2003 o câncer tem sido a segunda causa de morte por doença, atrás apenas de 

mortes relacionadas a doenças cardiovasculares, com uma incidência anual estimada em 6 milhões 

de casos (SRIVASTAVA et al., 2013). 

 Estima-se que, em 2020, o número de casos novos anuais de câncer seja da ordem de 15 

milhões, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorrerão em países em desenvolvimento. É 

também conhecido que aproximadamente um terço dos casos novos de câncer que ocorrem 

anualmente no mundo poderiam ser prevenidos (PARKING; BRA; DEVESA, 2001; ALMEIDA 

et al., 2005; INCA, 2017). 

 No Brasil, as estimativas para o ano de 2016/2017, apontam que ocorrerão 596 mil casos 

novos de câncer. Os tipos mais incidentes, à exceção do câncer de pele do tipo não melanoma, 

serão os cânceres de próstata e de pulmão, no sexo masculino, e os cânceres de mama e de colo do 

útero, no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo 

(BRASIL, 2017) (Tabelas 1 e 2). 

 

Tabela 1: Estimativa para o ano 2016/2017 das taxas brutas de incidência *por 100 mil habitantes 

e de número de casos novos por câncer, segundo a localização primária. Taxas de incidência 

estimada para 2017* para os tipos de câncer mais frequentes (exceto pele não melanoma) em 

Homens, Brasil e regiões geográficas. 
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Fonte: BRASIL, 2016/2017. INCA 2016. 

Tabela 2: Estimativa para o ano 2016/2017 das taxas brutas de incidência *por 100 mil habitantes 

e de número de casos novos por câncer, segundo a localização primária. Taxas de incidência 

estimada para 2017* para os tipos de câncer mais frequentes (exceto pele não melanoma) em 

Mulheres, Brasil e regiões geográficas. 

 

 

Fonte: BRASIL, 2016/2017. INCA 2017. 
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 A distribuição dos casos novos de câncer segundo sua localização primária é bem 

heterogênea entre Estados e Capitais do País. As regiões Sul e Sudeste, de maneira geral, 

apresentam as maiores taxas, enquanto as regiões Norte e Nordeste mostram as menores (Fig. 2 e 

Fig. 3). As taxas de câncer da região Centro-Oeste apresentam um padrão intermediário, tanto para 

homens quanto para mulheres (BRASIL. INCA, 2017).  

 

Figura 2: Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer por 100 mil homens, 

estimadas para o ano de 2016/2017, segundo Unidade da Federação (todas as neoplasias 

malignas). 

 

Fonte: Brasil, 2016/2017.INCA 2017  

 

Figura 3: Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer por 100 mil mulheres, 

estimadas para o ano de 2016/2017, segundo Unidade da Federação (todas as neoplasias malignas) 

 

Fonte: Brasil, 2016/2017.INCA 2017 
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2.3 Células neoplásicas e ciclo celular 

 

 O processo de divisão celular é dinâmico e ocorre de forma ordenada.  Inicialmente 

acontece  um período de crescimento seguido pela divisão, sendo o conjunto denominado de ciclo 

celular (ALMEIDA et al., 2005). 

 O processo básico da gênese de novas células, em que há alternância dos estágios de 

interfase e de divisão das células é denominado de ciclo celular e é de fundamental importância 

seu conhecimento para entendimento do mecanismo de ação de fármacos antineoplásicos e 

também para estudos relacionados ao câncer (RANG; RITTER; DALE, 2012). 

O ciclo celular (Fig. 4) consiste de algumas fases: G1 (pré-síntese de DNA), S 

(síntese de DNA), G2 (pré- mitótica) e M (mitótica) (MALUMBRES; BARBACID, 2009). A 

mitose é subdividida em outras seis fases que incluem  prófase, que controla a segregação do 

envelope nuclear; pró-metáfase, a ligação  dos cromossomos aos fusos polares; metáfase, onde 

os cromossomos atingem o máximo encurtamento e há formação do fuso mitótico, com algumas 

fibras que vão de polo a polo e outras que se ligam aos cromossomos pelos centrômeros; 

anáfase, o alinhamento dos cromossomos a placa metafásica; telófase- a separação das 

cromátides irmãs e citocinese, a separação das células em duas  células  filhas (MOIR et al., 

2000). As denominadas células quiescentes são aquelas que se encontram momentânea ou 

definitivamente fora ciclo celular, e estão, portanto, em G0. 

 Cada fase do ciclo depende de uma ativação e completude das fases anteriores. Devido ao 

seu papel de manutenção da homeostase dos tecidos e regulação dos processos de crescimento 

fisiológico como regeneração e reparo, o ciclo celular possui um ponto de restrição (entre G0 e 

G1) e checkpoints (VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003) que regulam a 

entrada na fase S, a entrada na mitose e a saída da mitose (Fig. 4). Esses pontos de checagem são 

essenciais para impedir a progressão de células com DNA danificado (HOCHEGGER; TAKEDA; 

HUNT, 2008). A principal função do ciclo celular é garantir que o DNA seja fielmente duplicado 

durante a fase S e que cópias idênticas dos cromossomos sejam igualmente distribuídas entre as 

células filhas durante a mitose (MALUMBRES; BARBACID, 2009). 
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Figura 4: Esquema representativo do ciclo celular. 

 

Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al., 2012. 

 O ciclo celular é regulado por mecanismos denominados checkpoints (pontos de controle) 

que protegem a transição entre as fases do ciclo garantindo que o estágio precedente tenha sido 

completado sem erros (KHODJAKOV; RIEDER, 2009). A parada nos pontos de controle permite 

que as células reparem os defeitos, impedindo a sua transmissão para as células filhas e 

contribuindo com a manutenção da estabilidade genômica (MALUMBRES; BARBACID, 2009). 

 Processos oncogênicos ocorrem principalmente em reguladores da progressão da fase G1. 

No câncer, as células não respondem a estímulos externos que controlam a transição G1/S e, por 

isso, permanecem no ciclo celular. Como a saída do ciclo celular facilita a maturação e a 

diferenciação, estes mecanismos também estão prejudicados durante a tumorigênese. Após a 

passagem do ponto de restrição em G1, a célula se torna comprometida com novo ciclo de divisão, 

independente dos sinais externos de crescimento. A passagem pelo ponto de restrição é controlada 

por quinases dependentes de ciclina (CDKs) (SHERR, 1996). Quando a replicação, a reparação do 

DNA ou a reunião dos cromossomos for aberrante, as células normais detém o seu avanço no ciclo 

celular até que a condição seja corrigida. Porém, se o dano ao DNA ou ao cromossomo for 

extenso, a reparação fica impossível e a célula inicia a apoptose. As alterações do funcionamento 

de genes controladores do ciclo celular, em decorrência de mutações, são relacionadas ao 

surgimento de um câncer (SHERR, 1996). 
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 Evidências científicas demonstram que a grande maioria dos tumores é originária de uma 

única célula, então denominados de tumores monoclonais (Fig. 5) (PONDER et. al., 1986). A 

instabilidade genômica é uma das características mais comuns dos tumores  humanos 

(HANAHAN; WEINBERG,  2011). A incapacidade da maioria das células cancerosas em 

tornarem-se células adultas não replicantes significa que as mesmas permanecem em um estado 

altamente proliferativo e superam as células normais (LORD;  ASHWORTH, 2012). 

 

Figura 5: Esquema representativo de crescimento de um tumor maligno primário 

 

Fonte: Adapatado de Schabel (1977). BRASIL. INCA; Fisiopatologia do câncer 2017.  

 

2.3.1 Apoptose 

 
 

O equilíbrio entre a proliferação e a morte celular regula e controla o número de células no 

organismo. A cascata de eventos, bioquímicos e fisiológicos, que leva a mudanças na síntese de 

macromoléculas, na homeostase celular, na regulação do volume celular, e finalmente na perda da 

viabilidade celular está intimamente relacionada às mudanças morfológicas características de cada 

tipo de morte celular (BRASILEIRO-FILHO, 2006; TINARI et al., 2008). 

 Com o propósito de pesquisar e compreender as patologias, diversos tipos de morte celular 

vêm sendo descritos, tais como a apoptose, autofagia, necrose, catástrofe mitótica, 

excitotoxicidade e senescência. No entanto, a apoptose é o tipo mais intensamente estudados 

(KRYSKO et al., 2008). 
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 A morte celular pode ser classificada de acordo com sua aparência morfológica (apoptose, 

necrose, autofagia ou catástrofe mitótica (Fig. 6)), critérios com base em enzimas (com ou sem o 

envolvimento de nucleases ou de classes distintas de proteases, tais como caspases, catepsinas e 

glutaminases), aspectos funcionais (programada ou acidental, fisiológica ou patológica) ou 

características imunológicas (imunogênicas ou nãoimunogênicas) (MELINO, 2001; 

OKADA;MAK, 2004; GALLUZZI et.al., 2007) 

Figura 6: Características morfológicas dos principais tipos de morte celular. 

 

 

PS: fosfatidilserina; LC3: proteína citoplasmática que é considerada um marcador da 

macroautofagia. Fonte: Bruin & Medema, 2008. 

 A autofagia é uma resposta ativa a falta de nutrientes, diferenciação e desenvolvimento, 

sendo então um processo adaptativo de resposta ao estresse metabólico, que resulta na degradação 

de proteínas e organelas. A autofagia é definida como um processo em que proteínas e organelas 

são degradadas por proteases lisossomais (RICCI & ZONG, 2006). 

 A catástrofe mitótica não é considerada uma forma de morte, mas sim um sinal irreversível 

para a morte (RICCI & ZONG, 2006), sendo principalmente associada nos pontos de checagem do 

ciclo celular. É um processo resultante de mitose aberrante, durante a separação das cromátides 

irmãs (BREDESEN, 2007). O dano que leva a catástrofe mitótica pode ser induzido por fármacos 

quimioterápicos como agentes da hiperpolimerização dos microtúbulos (paclitaxel), agentes 
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despolimeralizantes de microtubulos (vinblastina e vincristina) e inibidores de checkpoint quinase 

1 (Chk1) (7-hidroxiestaurosporina) (RICCI & ZONG, 2006). 

 As principais características da necrose incluem: depleção energética, danos a membrana 

lipídica e perda da função homeostática de canais e bombas de íons. É bem caracterizada pela 

vacuolização do citoplasma, perda de integridade de membrana e aumento do volume celular 

(KRYSKO et al., 2008). A necrose é induzida por inibidores da produção de energia celular, 

desbalanço no fluxo de cálcio, geração de ROS e ativação de proteases não apoptóticas, cada um 

destes eventos potencializa o outro. A β-lapachona e o honokiol são exemplos de compostos que 

induzem necrose em células tumorais (RICCI & ZONG, 2006). 

 Descrita por Kerr e colaboradores em 1972 a apoptose é um importante fenômeno, bem 

caracterizado, na citotoxicidade induzida por fármacos anticâncer (KIM et al., 2009), sendo 

também um processo seletivo de deleção celular fisiológica (HENGARTNER, 2000), visto que 

ocorre para o controle da população celular e do tecido (VERMES et al., 2000), desenvolvimento 

embrionário (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004), dentre outros processos fisiológicos e 

patológicos.  

 Do grego apo "de" e ptose "cair", a apoptose é conhecida como morte celular programada, 

fenômeno esse em que a célula é estimulada a acionar mecanismos que culminam com sua morte. 

A célula em apoptose não sofre autólise, ela é fragmentada e seus fragmentos são endocitados por 

células vizinhas, sem desencadear quimiotatísmo nem ativação de células fagocitárias, 

diferentemente da necrose (BRASILEIRO-FILHO, 2006). A apoptose pode ser reconhecida por 

algumas características marcantes e coordenadas, pode ser observado retração celular e 

consequente perda de aderência com a matriz extracelular e células vizinhas. As organelas 

mantêm a morfologia, porém em alguns casos, as mitocôndrias podem apresentar ruptura na 

membrana externa. A cromatina sofre condensação, além disso, na membrana plasmática, 

formam-se prolongamentos, os chamados blebs, que aumentam de tamanho e se rompem, 

originados os corpos apoptóticos, onde são rapidamente fagocitados por macrófagos e removidos 

sem causar processo inflamatório (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). 

 

2.3.2 Vias gerais de ativação da apoptose: via extrínseca e intrínseca. 

 

As vias gerais da apoptose são duas, extrínseca e intrínseca, e quando a via intrínseca é 

ativada, o primeiro passo é o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial seguida da 
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liberação de proteínas que normalmente estavam localizadas no espaço intermembranar 

[citocromo c, fator de indução da apoptose, Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived 

Activator of Caspases/Direct IAP Binding Protein with Low Propidium iodideI), entre outros]. O 

citocromo c se liga a Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) e forma um complexo 

multicatalítico chamado apoptossomo. Este complexo ativa a caspase-9 a partir de sua forma 

zimogênica pró-caspase-9. Então, a caspase-9 cliva as caspases efetoras -3, -6 e -7, ativando-as 

para realizar a fragmentação do DNA (KUMAR et al., 2009; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; 

BRASILEIRO-FILHO, 2006). 

A via de receptor de morte ou via extrínseca envolve a ativação de receptores de 

membrana. Eles são membros da superfamília de receptores de fatores de necrose tumoral (Tumor 

Necrosis Factor receptor - rTNF). Estão inclusos nessa família os receptores de membrana rTNF-

1, FAS (CD95), TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand), entre outros. Esses receptores 

possuem um domínio distinto dentro do citoplasma denominado de domínio de morte (Death 

Domain - DD) que contém uma sequência de 65 aminoácidos. Após a associação dos receptores 

de membrana ao seu correspondente DD, ocorre uma mudança conformacional nos receptores, o 

que promove o recrutamento de uma molécula adaptadora FAS que irá associar-se com o domínio 

de morte (DD) formando o FADD. Este complexo formado é o responsável por iniciar a cascata de 

caspases, pois o FADD se liga a procaspase-8 e forma caspase-8, ativando as caspases efetoras -3, 

-6 e -7 (STRASSER et al., 2000; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). 

 

2.3.3 Princípios da Quimioterapia e alvos farmacológicos utilizados no tratamento do 

câncer 

 

A utilização de agentes químicos, isolados ou em combinação com o objetivo de tratar os 

tumores malignos, denomina-se de quimioterapia antineoplásica. Difere da radioterapia e da 

terapia cirúrgica por ser um tratamento sistêmico e cada vez mais tem se tornado uma das mais 

importantes e promissoras ferramentas de combate ao câncer no mundo (BONASSA; SANTANA, 

2005). Existem as terapias com fotorradiação (KUSUZAKI et al., 2007) e a imunoterapia (HERR 

& MORALES, 2008). A proposta do tratamento com os agentes antineoplásicos é de impedir a 

multiplicação de células cancerosas, a metastização e de proporcionar a destruição do tumor 

existente (SKEEL, 2007). Diante do exposto anteriormente, é importante que novas estratégias 

como o restabelecimento do controle do ciclo celular com fármacos que agem nos pontos de 

checagem, possam ser disponibilizadas como uma estratégia viável na terapia anticâncer 

(FISCHER et al., 2004). 
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No século passado, houve uma grande revolução no desenvolvimento de agentes 

citotóxicos para a terapia do câncer. Foi possível alcançar o controle de certas neoplasias, como as 

neoplasias da infância, leucemia aguda, doença de Hodgkin, linfomas não-Hodgkin, neoplasia 

trofoblástica gestacional e tumores de células germinativas (ISMAEL et al., 2008). O 

desenvolvimento da terapia antineoplásica frente a mudanças severas, como a limitação da 

indicação de algumas drogas e o fato das substâncias citotóxicas causarem danos não só 

unicamente no tumor como no tecido normal e saudável, tornou-se cada vez mais frequente a 

busca por agentes mais seletivos (ISMAEL et al., 2008). 

A quimioterapia clássica, porém, traz ao paciente uma série de limitações quanto a sua 

frequência de uso e a tolerância orgânica frente às reações adversas. Normalmente, dependendo do 

tipo de reação provocada pelo medicamento, o paciente precisa de um intervalo entre os ciclos, 

maior ou menor, visto que as doses utilizadas nos pacientes é individual e são calculadas 

baseando-se na superfície corporal de cada indivíduo. 

 Adicionalmente, a descoberta de novos fármacos através da extração de produtos naturais 

tem tido limitações quando comparados com as substâncias sintéticas pesquisadas. Alguns 

achados mostram que dentro da indústria farmacêutica a descoberta de produtos naturais 

promissores para o tratamento de muitas doenças são caros e desafiam o tempo e custo dessas 

pesquisas (LAM, 2007). 

Estudo da relação estrutura-atividade, obtidos por técnicas recentes de modelagem 

molecular apesar de serem dispendiosas e requererem extensos período de investigação, são, 

ainda, de suma importância na descoberta e na caracterização de novos fármacos, onde novos 

agentes terapêuticos podem ser desenvolvidos pela análise inicial de dados teóricos (WERMUTH 

et al., 1998; THOMAS, 2000). 

No entanto, apesar do considerável arsenal de fármacos já existentes para o tratamento do 

câncer, em muitos casos, o sucesso terapêutico não é alcançado por causa de falhas nos esquemas 

terapêuticos, altos índices de recidivas, redução da sobrevida dos pacientes e dos efeitos adversos, 

o que leva a uma contínua busca por novos fármacos (SALGALLER; LODGER, 1998). O 

fármaco ideal deve aumentar a especificidade, protegendo tecidos normais, minimizar o 

desconforto dos pacientes e aumentar a eficácia, resultando na erradicação da massa heterogênea 

do tumor (BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2004). 

 Muitos fármacos eficazes contra o câncer exercem sua ação sobre células que se encontram 

no ciclo celular, portanto, denominados de fármacos ciclo-específicos, entre eles citam-se: 

alcalóides da vinca, antimetabólitos, epipodofofilotoxinas e taxanos. Um outro grupo denominado 
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fármacos ciclo-não-específicos tem a capacidade de esterilizar as células tumorais, independente 

de estarem atravessando o ciclo ou em repouso. São exemplos de agentes ciclo-não-específicos: 

agentes alquilantes, análagos da platina, antibióticos antitumorais, antraciclinas e campotecinas 

(KATZUNG, 2006).   

 Diversas abordagens moleculares estão em fase de investigação, para o uso de alvos 

seletivos para atuação dos agentes anticâncer, incluem por exemplo: drogas que atuam na 

expressão gênica, na inibição da angiogênese, fármacos citotóxicos e indutores de apoptose 

conforme figura ilustrativa do mecanismo de ação dos quimioterápicos, (Fig. 7), (BERNARDI et 

al., 2003). 

  Figura 7: Esquema representativo do mecanismo de ação da quimioterapia 

 

 

 Fonte: adaptado de drcarlosrey acesso em 20/04/2017.  

 Embora a quimioterapia seja amplamente utilizada no tratamento do câncer, várias são as 

desvantagens de sua utilização: quase todos os agentes são dirigidos contra a proliferação celular, 

mais do que para metastatização propriamente dita. Portanto, pode ocorrer desenvolvimento de 

resistência, além do fato de que a eliminação total das células malignas não é possível com doses 

terapêuticas e a resposta imune do hospedeiro não consegue lidar com as células remanescentes 

(LEHNINGER; NELSON; COX, 2011). 

Os agentes utilizados no tratamento anticâncer incluem uma grande variedade de 

compostos que agem por vários mecanismos, porém apresentam significativa toxicidade sobre os 

http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=-JVbS-iIDc9HmM&tbnid=QGCmzyZ_ziYP9M:&ved=0CAQQjB0&url=http%3A%2F%2Fdrcarlosrey.blogspot.com%2F2013%2F03%2Fquimioterapia-vamos-perder-o-medo.html&ei=tjrHUeSZCZD88QSdvoGoBQ&bvm=bv.48293060,d.dmQ&psig=AFQjCNHdWuj9Jwh6FO35fR1Ct88i8ynK-g&ust=1372097415079305
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tecidos normais (BOENTE; SAMPAIO; DEL GIGLIO, 2010). Com isso, se faz necessário uma 

pesquisa contínua por novos fármacos mais eficazes, mais seletivas e menos tóxicas.  

2.4. Tiossemicarbazonas, Piridinas e Tiazois: Aspectos químicos e farmacológicos  

2.4.1 Tiossemicarbazonas 

No planejamento racional de fármacos, a química medicinal possui diversas ferramentas para a 

obtenção de novos substratos / ligantes de interesses biológicos: o bioisostérismo, a latenciação 

molecular, a hibridação química dentre outros (EIGLER, 1997). Com o desenvolvimento da 

automatização na síntese orgânica bem como a possibilidade de realizar ensaios in vitro em larga 

escala (HTS), e associado ao advento de padrões ou regras para validação de novos protótipos-

líderes tem propiciado um incremento na eficácia e rapidez para determinação de novos 

parâmetros de Relação Estrutura-Atividade Biológica (SAR) (SILVERMAN, 1992). 

 As tiossemicarbazonas (Fig. 8) apresentam um amplo perfil farmacológico e constituem uma 

importante classe de compostos cujas propriedades têm sido extensivamente  estudadas na  

Química  Medicinal  e,  particularmente,  na  Química  Medicinal Inorgânica, em razão de sua 

capacidade quelante.  De modo geral pode-se dizer que  tiossemicarbazonas agem, seja como 

inibidores de enzimas, através da complexação de metais endógenos ou através de reações de 

redox, seja através de interações com o DNA e da inibição da síntese do DNA. Além disso, alguns 

complexos metálicos desses ligantes apresentam a habilidade de mimetizar a ação de certas 

enzimas. (ANA; PILLAR, 2009) 

Figura 8: Estruturas da tiossemicarbazona 

 

 

Cardoso, 2012 (adaptado) 

 A capacidade das tiossemicarbazonas formarem complexos estáveis com íons metálicos de 

transição as torna moléculas versáteis. De fato, diversas tiossemicarbazonas têm sido exploradas 

como: agentes antiviral (KARAKÜÇÜK-İYIDOĞAN, et. al., 2011; GLISONI et. al., 2012), 
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fungicida (CHANDRA; GUPTA, 2005), antibactericida (PAVAN et. al., 2010; RODRÍGUEZ-

ARGÜELLES et. al., 2009; KASUGA et. al., 2003), antitumoral (KOVALA-DEMERTZI et. al., 

2012; LIMA LEITE et. al., 2006; BERNHARDT et. al., 2009; RICHARDSON et.al., 2006; 

BERNHARDT et.al., 2007; QUACH et. al., 2012),  antichagásica (LEITE et. al., 2006; LEITE et. 

al., 2007; HERNANDES et. al., 2010; DONNICI et. al., 2009) e antiprotozoária (BHARTI et. al., 

2004;  BHARTI et. al., 2003; BHARTI et. al., 2002) 

Do ponto de vista sintético as tiossemicarbazonas apresentam como  característica 

principal sua versatilidade de obtenção, assim como sua vasta aplicação  como  intermediários  de  

muitos  núcleos  importantes.  Em geral,  estas  moléculas  apresentam  baixo  custo  de  síntese,  

além  de grande  economia  de  átomos,  uma  vez  que,  com  exceção  da  água que é liberada na 

sua síntese, todos os outros átomos dos compostos  reagentes  estarão  presentes  na  molécula  

final (TENORIO et al, 2005). 

 Liu  e  colaboradores demonstraram  a grande  potencialidade  da  substância  3-

aminopiridina-2-carboxaldeído  tiossemicarbazona  (triapina – 3-AP) (Fig 9),  como  uma  das  

principais substâncias orgânicas no combate a tipos específicos de células tumorais, tais como 

carcinoma de fígado M-109, carcinoma de ovário  humano A2780  e  em  trabalhos experimentais 

com modelo de  leucemia (LIU, 2011).  

 

Figura 9: 3-Amino piridina, Triapina 

 

 

Cardoso, 2012 (adaptado) 

 

As tiossemicarbazonas  derivadas  de  α-(N)-heterociclos  carboxaldeído  apresentam  a  

propriedade  de  formar  complexos  fortes  com metais  de  transição,  como  ferro  e  cobre.  

Estudos indicam que a triapina (Fig. 9) atua inativando  a  atividade  da  ribonucleotídeo  redutase, 
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através do complexo organometálico formado com o átomo de ferro inibindo, desta forma, a etapa 

limitante da síntese de DNA (CORY, 1989). 

 

2.4.2 Piridina 

  

 A química de heterocíclicos é parte integrante das ciências químicas e constitui uma parte 

considerável de modernas pesquisas que ocorrem atualmente em todo o mundo. A química dos 

compostos heterocíclicos é tão lógica como a química de compostos aromáticos ou alifáticos 

(YUSUF; JAIN, 2011). 

 Heterociclos também desempenham um importante papel na concepção e descoberta de 

novos compostos farmacologicamente ativos (HETZHEIM; MÖCKEL, 1967) A procura da 

piridina e seus derivados aumentou nos últimos 50 anos pela descoberta de muitos compostos 

bioativos contendo piridina por várias indústrias (SCRIVEN; BERRY, 2001). Com aplicações 

específicas desde meados do século passado, a piridina assumiu um papel importante na 

compreensão da química dos sistemas biológicos. Ela desempenha um papel fundamental ao 

catalisar ambos sistemas biológicos e químicos. 

 Em muitas enzimas de organismos vivos é o nucleotídeo piridina prostético (NADP)  (LI 

et. al., 1999), que está envolvido em vários processos de oxidação – redução (FARHANULLAH 

et. al., 2003). Outra evidência da grande importância da piridina em sistemas biológicos é a sua 

presença em importantes vitaminas como a niacina e piridoxina (vitamina B6) e também em 

alcaloides altamente tóxicos como a nicotina (JOULE; SMITH; MILLS, 1995). Na indústria 

farmacêutica, a piridina está presente em mais de 7000 núcleos de compostos bioativos (ROTH; 

KLEEMANN, 1988). 

 Dentro da Química Orgânica sintética, piridinas são amplamente utilizadas na química de 

coordenação e apresentam vários derivados. Entre os derivados piridínicos mais estudados 

atualmente, temos a triapina (3- aminopiridina-2-carboxaldeído tiossemicarbazona, 3-AP) (Fig. 9), 

um potente agente antitumoral dotado de características para a quelação com metais de transição. 

 As primeiras tentativas de avaliação clínica para câncer da triapina como um único agente 

ou em combinação com a gemcitabina falharam nitidamente na eficácia. Em estudos mais 

recentes, a combinação de 3-AP com fludarabina ou citarabina em pacientes com leucemia aguda 

refratária, desordens mieloproliferativas agressivas, ou leucemia mielóide mostrou alguma 

promessa (YEE et. al., 2006). 
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2.4.3 Tiazóis 

Outra classe de compostos heterocíclicos bastante estudada na atualidade são os tiazóis. 

Este núcleo (Fig. 10) pode ser encontrado como subunidade em diversas moléculas 

biologicamente ativas naturais e/ou sintéticas. Apresentam também amplo espectro de atividades 

biológicas, dentre as quais destacam-se a potente ação citotóxica frente a diferentes tipos de 

tumores tais como carcinoma de pulmão, adenocarcinoma de cólon, glioblastoma, melanoma, 

câncer de próstata e leucemia (ALIABADI, et al. 2010; LAFRANC, 2013). Além do amplo 

espectro frente a outras atividades biológicas, tais como antitumoral (VICINI et. al., 2003; 

POPSAVIN et. al. 2012), antibacteriana (LU et. al., 2012; MACCIONI et. al. 2002), 

antidepressiva (FUNAKOSHI et. al., 2002), anti-inflamatória (SHAFI et. al., 2012), antichagásico 

(CAPUTTO et. al., 2012; NAVARRETE-VAZQUEZ et. al., 2011; DA SILVA et. al., 2017) e 

Leishmania (DA SILVA et. al., 2017). 

Figura 10: Núcleo tiazol 

 

Cardoso, 2012 (adaptado) 

O núcleo tiazol está presente como subunidade em diversas moléculas biologicamente 

ativas, tais como sulfatiazol (ROTH; KLEEMANN, 1988), um importante fármaco 

antimicrobiano, o ritonavir (Norvir), medicamento utilizado no combate ao vírus HIV (SOUZA; 

ALMEIDA, 2003), epotilonas A e B, produtos naturais que possuem potente atividade antitumoral 

(KAMATH; JORDAN, 2003). 

 Os resultados promissores alcançados por compostos com anel de tiazol nos motivaram a 

investigar o atividade antitumoral.As Tiossemicarbazonas e seus derivados atraíram considerável 

interesse farmacêutico devido ao seu potencial antiviral (GARCIA, 2003), antibacteriano (SAU, 

2003; REBOLLEDO, 2003;  KASUGA, 2003) e antitumoral (AFRASIABI, 2004; AFRASIABI, 

2003; KOVALA-DEMERTZI, 2002; EASMON, 2001; HALL, 2000).  Na continuação da 

nossa pesquisa de moléculas bioativas, consideramos que a derivação do grupo tiossemicarbazona 

em unidade de tiazol geraria novos grupos farmacofóricos, que provavelmente exibirão atividade 

antitumoral. Nós também Investigamos piridinas como agentes antitumoral por causa da sua 

ampla aplicabilidade na síntese orgânica, baixo preço e facilidade em síntese. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 Investigar o potencial antitumoral e citotóxico de derivados híbridos da piridina, 

tiossemicarbazona e tiazóis 

3.2 Objetivos específicos 

- Determinar a citotoxicidade in vitro dos compostos derivados das piridinas, 

tiossemicarbazonas e tiazóis no painel de quatro linhagens tumorais. 

- Determinar a citotoxicidade in vitro dos compostos em relação as células mononucleares 

do sangue periférico (PBMC) de voluntários saudáveis 

- Determinar a atividade hemolítica dos compostos em eritrócitos humanos de voluntários 

saudáveis;  

- Avaliar a viabilidade celular através do mecanismo de ação citotóxico das moléculas  

- Avaliar a viabilidade celular por exclusão do azul de tripan e realizar uma análise 

morfológica após coloração por May-Grunwald-Giemsa 

- Investigar a integridade da membrana celular, a fragmentação do DNA, ciclo celular e 

indução de apoptose em células tumorais  

- Avaliar a taxa de inibição tumoral in vivo, parâmetros hematológicos, bioquímicos e 

histológicos após o tratamento 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Materiais 

Os materiais utilizados neste trabalho foram citados na tabela a seguir: 

Reagente/ Solvente Modo de preparo Marca 

Azul de tripan 10% 10 mg de azul de tripan PBS q.s.p. 100 

mL de solução 

Sigma® 

Diimetilsufóxido (DMSO)  Sigma® 

Doxorrubicina 1mg/ml 1mg de Doxorrubicina Dinâmica® 

Edta  1mL DMSO 
Sigma® 

Ficoll-Hypaque - Sigma® 

Fitohemaglutinina - Sigma® 

Iodeto de propídeo 50 μg/Ml 1 mg de iodeto de propídeo PBS q.s.p. 

50 mL 

 

Boehringer® 

 

 

Meio de cultura de células 

RPMI 1640 

Diluído em água deionizada e 

esterilizada, filtrado em filtro 

Millipore (0,22 μm) e complementado 

com SBF 10%, 1% de glutamina, 1% de 

antibiócos,  

Gibco® 

 

Meio de cultura de células 

DEMEN 

Diluído em água deionizada e 

esterilizada, filtrado em filtro 

Millipore (0,22 μm) e complementado 

com SBF 10%, 1% de glutamina, 1% de 

antibióticos  

Gibco® 

MTT  

20 mg de MTT PBS q.s.p. 100 

20 mg de MTT PBS q.s.p.  

100 mL de solução 

Sigma® 

Penicilina- Estreptomicina Penicilina 10.000 U.I./mL 

Estreptomicina 10 mg/mL 

Cultilab® 

Tampão fosfato (PBS) 
8,766 g de Cloreto de sódio 2,14 g de 

Labsynth® 
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NaHPO4.7H2O 

0,276 g de NaHPO4.H20 

H2O q.s.p. 1L de solução(ph=7,2) 

 

 

 

Cultilab® 

Tripsina 0,25% 50 mL de Tripsina 2,5% 0,125 g de 

EDTA 450 mL de PBS 

Proquímios@ 

TritonX-100  Isofar® 

 

 

4.2 Obtenção dos derivados LpQM: TAP, TP, TS e TZ:  

 

 Os compostos foram sintetizados em projeto de tese desenvolvido no LpQM -Laboratório 

de Planejamento em Química Medicinal,sendo um total de 49 moléculas dividas nas seguintes 

séries: TAP (Tiazolilacetilpiridina) 12 moléculas sintetizadas, TP (Tiazolilpiridina) 12 moléculas 

sintetizadas, TS (Tiossemicarbazona) 13 moléculas sintetizadas, TZ (Tiazolil da 

tiossemicarbazona) 12 moléculas sintetizadas, por Marcos de Oliveira Cardoso orientado pela 

professora Dra Ana Cristina Lima Leite (CARDOSO, 2012). 

Tabela 3: Códigos e respectivas estruturas químicas das moléculas/séries cedidas pela 

colaboração de Cardoso, 2012. 

Códigos Estrutura química 

TAP-01 
 

TAP-02 
 

TAP-03 
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TAP-04 
 

TAP-05 
 

TAP-06 
 

TAP-07 
 

TAP-08 
 

TAP-09 
 

TAP-10 
 

TAP-11 
 

TAP-12  

TP-01  
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TP-02  

TP-03  

TP-04  

TP-05  

TP-06  

TP-07  

TP-08  

TP-09  
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TP-10  

TP-11  

TP-12  

TS-01  

TS-02  

TS-03  

TS-04  

TS-05  

TS-06 

 

TS-07  

TS-08  

TS-09  
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TS-10 

 

TS-11  

TS-12  

TS-13  

TZ-01  

TZ-02  

TZ-03  

TZ-04  

TZ-05  



47 
 

TZ-06  

TZ-07  

TZ-08  

TZ-09  

TZ-10  

TZ-11  

TZ-12  
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4.3 Modelos biológicos 

Foram utilizados os seguintes modelos biológicos para todas as moléculas testadas: 

 Linhagens celulares tumorais mantidas em cultura (Tabela 4) 

 Linfócitos humanos isolados de voluntários sadios 

 Camundongos C.B-17 severe combined immunodeficient (SCID) 

 

4.4 Células 

 As células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade estão listadas quanto ao tipo 

histológico, origem e fonte na tabela 4. 

 

Tabela 4: Linhagens tumorais e célula não neoplásica utilizada no ensaio de citotoxicidade in 

vitro 

 

LINHAGEM TIPO 

HISTOLÓGICO 

ORIGEM FONTE 

HL -60 Leucemia 

promielocítica 

Humana Banco de células do 

Rio de Janeiro 

MCF-7 Carcinoma de mama Humana Banco de células do 

Rio de Janeiro 

NCIH-292 Carcinoma de pulmão Humana Banco de células do 

Rio de Janeiro 

HEPG2 Carcinoma de fígado Humana Banco de células do 

Rio de Janeiro 

PMBC Linfócitos e 

monócitos 

Humana Cultura primária de 

voluntários saudáveis 

 

4.4.1 Manutenção da cultura das células tumorais 

 

 As linhagens tumorais foram cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados 

com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibióticos (penicilina/estreptomicina), mantidas em 

estufa a 37 C e atmosfera contendo 5% de CO2. Diariamente acompanhou-se o crescimento 

celular com o auxilio de um microscópio de inversão. O meio de crescimento foi trocado sempre 

que as células atingiam a confluência  necessária para renovação dos nutrientes. Para a 

manutenção das células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as células desprendessem da 

parede da garrafa para serem expandidas ou utilizadas (PESSOA, 2000). 
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4.5 Avaliação da atividade antiproliferativa em células tumorais in vitro 

 
 
 A citotoxicidade foi obtida através do método do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5 difenil-2-H-

brometo de tetrazolium (MTT) (MOSMANN, 1983), utilizando as seguintes linhagens celulares: 

HL-60 (leucemia promielocítica); MCF- 7 (Carcinoma de mama); NCIH-292 (Carcinoma de 

pulmão) HepG2 (Carcinoma de fígado).  

 O ensaio consiste em uma análise colorimétrica baseada na conversão do sal MTT para 

formazan, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocôndria da célula 

viável, permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células vivas. 

 As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plásticos para cultura (Corning, 25cm
2
, 

volume de 50mL para células aderidas e 75cm
2
, volume de 250mL para células em suspensão); 

utilizando o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

antibióticos (penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2, seguido da observação do crescimento celular com ajuda de microscópio 

de inversão a cada 24 horas, quando necessário as células foram repicadas em meio de cultura 

novo, em uma concentração de 0,5-1,0 x 10
6
céls/mL (BUTLER, 2004).

 

 As células em suspensão ou monocamadas foram distribuídas em multiplacas de 96 

cavidades em uma densidade de 0,3 x 10
6
 células/mL, para células em suspensão (HL-60) e 0,7 x 

10
5
 células/mL para as células aderidas (NCIH-292, MCF-7e HepG2). Após 24 horas de 

incubação, os derivados TS, TP, TAP e TZ dissolvidos em DMSO puro estéril para a concentração 

estoque de 5mg/mL, foram diluídas seriadamente em meio RPMI para obtenção das concentrações 

finais (0,039-25µg/mL) e adicionadas em placa de 96 poços (100µL/poço) e encubados por 72 

horas. O quimioterápico doxorrubicina (0,09 a 5µg/mL) foi utilizado como controle positivo. O 

controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Após o período de incubação cada 

cavidade recebeu 25 µL da solução de MTT. As placas foram reincubada durante 3 horas, em 

estufa a 37 ºC e a 5% CO2. Após esse período, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

ressuspendido em 100µL de DMSO. Para a quantificação do sal reduzido nas células vivas, as 

absorbâncias foram lidas com o auxílio do espectrofotômetro de placa, no comprimento de onda 

de 595nm (MOSSMAN et al., 1983). 

 Os compostos foram testadas em diluição seriada, em duplicata ou triplicata. Foi registrada 

a percentagem de inibição x log da concentração e determinado suas CI50 (concentração inibitória 

média capaz de provocar 50% do efeito máximo) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 

95%) realizado a partir de regressão não-linear utilizando o programa Prisma versão 5.0 

(GraphPad Software). 
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4.6 Obtenção das células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) e eritrócitos humanos 

 

 As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntários sadios 

(Projeto aprovado pelo comitê de ética sob número de registro 42941015.6.0000.5208). O sangue 

foi puncionado em tubo de coleta heparinizado por profissionais capacitados nas dependências da 

Universidade, utilizando seringas estéreis, descartáveis e com volume de 5 mL. Após coleta o 

material foi levado ao Laboratório de Proliferação e Cultura Celular no Departamento de 

Farmacologia e Fisiologia da UFPE. 

 

4.6.1 Ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico  
 

Para avaliar a citotoxicidade do composto teste sobre a proliferação de células normais, o 

ensaio do MTT foi realizado utilizando células PBMC (Peripheral blood mononuclear cells - 

células mononucleadas de sangue periférico humano, que inclui linfócitos e monócitos) após 72 

horas de exposição com o composto teste. 

A amostra de sangue foi submetida a uma mistura com 5 mL de PBS. Posteriormente foi 

adicionado ao Ficoll e levado a centrifugação por 30 minutos a 1000 RPM. Após centrifugação 

em gradiente de Ficoll, foram aspirados as células mononucleares que estavam presentes na região 

intermediária entre as hemácias e o plasma. As células foram lavadas com tampão fosfato e 

ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/mL 

penicilina, 100 g/mL estreptomicina para uma concentração final de final 3 x 10
5
 células/mL. 

Fitohemaglutinina (3%) foi adicionada para induzir a proliferação dos linfócitos. 

Posteriormente, as células PBMC foram plaqueadas em placas de 96 cavidades (3 x 10
5
 

células/poço em 100 µL de meio). Após 24 horas de incubação, as substâncias teste dissolvida em 

DMSO foram adicionados em cada poço e incubadas por 72 horas. A doxorrubicina (0,09 a 5 

µg/mL) foi utilizada como controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de 

DMSO. 

Três horas antes de completar 72 h, 25 µL de MTT foi adicionado. A placa foi reincubada 

durante 3 horas, em estufa a 37 ºC e a 5% CO2. Após esse período, o sobrenadante foi descartado 

e o precipitado foi ressuspendido em 100 µL de DMSO. Para a quantificação do sal reduzido nas 

células vivas, as absorbâncias foram lidas com o auxílio do espectrofotômetro de placa, no 

comprimento de onda de 595 nm (MOSSMAN et al., 1983). 
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4.7 Avaliação da atividade hemolítica em eritrócitos humanos 

 

 A metodologia, utilizada segundo descrita por Costa-Lotufo et. al. 2010, permitiu avaliar o 

potencial das substâncias teste em causar lesões na membrana plasmática da célula, seja pela 

formação de poros ou pela ruptura total. 

 A coleta do sangue periférico (9 ml) foi realizada por profissionais capacitados, utilizando-

se seringas esterilizadas e descartáveis de 10mL. Para tanto, foram escolhidos voluntários adultos 

saudáveis, na faixa etária de 20 a 30 anos, sem histórico de doenças recentes, não fumantes, sem 

exposição recente a radiações, a medicamentos ou álcool (BURIM et al., 2001). 

 Foi coletado o sangue humano de acordo com o comitê de ética, sendo diluído em 1:30 de 

solução salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10 mM). Os eritrócitos foram lavados 2 vezes em solução 

salina por centrifugação (15g/3min.) para redução da contaminação plasmática e ressuspensos em 

solução salina para obtenção de uma suspensão de eritrócitos (SE) a 2%. Os ensaios foram 

realizados em multiplacas com 96 cavidades. Cada poço da 1ª fileira recebeu 100µL da solução 

salina. Na 2ª, os poços receberam 50µL da solução salina e 50µL do veículo de diluição da 

substância teste, neste caso, DMSO 10%. Aos poços da 3ª fileira, foram adicionados 100µL de 

solução salina e 100µL das substâncias teste em solução. Da 4ª fileira em diante os poços 

receberam 100µL da solução salina, excetuando-se os da última fileira, que receberam 80µL de 

solução salina e 20µL de Triton X . 100 1% (controle positivo). As diluições foram feitas da 3ª à 

11ª cavidade, retirando-se 100 µL da solução da cavidade anterior e transferindo para a seguinte 

de modo que as concentrações foram sempre diluídas pela metade. Em seguida, 100µL da 

suspensão de eritrócitos foram plaqueados em todos os poços. Após incubação de 1 hora, sob 

agitação constante à temperatura ambiente (26 ± 2ºC), as amostras foram deixadas em repouso e o 

sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da absorbância da hemoglobina no 

espectrofotômetro de placas a 540nm. A atividade das substâncias teste foi determinada de 

maneira relativa ao valor dos controles positivo e negativo. 

 

4.8 Viabilidade celular - Exclusão por Azul de Tripan 

 

O teste de exclusão por azul de tripan permite quantificar separadamente as células 

viáveis das células mortas pela substância testada. O corante penetra em todas as células, 

porém somente as células viáveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo possível 

dessa maneira observar uma coloração azulada nas células mortas. 
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Células tumorais na concentração de 0.3 x 10
6
 células/mL, foram incubadas por 24 h 

com as drogas e examinadas ao microscópio de inversão. A concentração utilizada foi 

estimada a partir do valor da CI50 encontrada no método do MTT para esta mesma linhagem 

celular. Foi retirado 90µL da suspensão de células e adicionado a 10µL do azul de tripan. As 

células viáveis e as não viáveis foram diferenciadas e contadas em câmara de Newbauer. A 

Doxorrubicina (2mg/ml) foi usada como controle positivo. 

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrão da média de n 

experimentos. Para verificação da ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes 

grupos, os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA) seguida de Student 

Newman Keuls, com nível de significância de 5% (p<0,05). 

 

4.9 Análise morfológica - Coloração por May-Grunwald-Giemsa 
 
 

 A coloração utilizada nesse experimento se baseia em interações eletrostáticas entre os 

corantes e moléculas-alvo. Essa coloração possui azul de metileno (corante básico), eosina 

(corante ácido), entre outros componentes básicos que permite distinguir o citoplasma e o núcleo, 

sendo possível analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como alterações no 

citoplasma. Essa técnica é bastante indicada para estudo do padrão de morte celular 

(apoptose/necrose) (McGAHON et al., 1995). 

As células foram plaqueadas na concentração de 0,3 x 10
6
 células/mL e incubadas por 24 

horas com as moléculas nas concentrações de (2 e 4µM), o controle positivo foi a doxorrubicina 

(0,5µM) e examinadas ao microscópio de inversão. Para observar a morfologia, 50μL da 

suspensão de células foram adicionadas à centrífuga de lâmina (Cytospin®). Após a adesão das 

células na lâmina, a fixação foi feita com metanol por 1 minuto e a coloração por May-Grunwald, 

por 10 segundos, seguida pelo Giemsa por mais 10 segundos. 

 As lâminas contendo as células coradas foram levadas ao microscópio para avaliação das 

suas características morfológicas e comparadas ao controle (não-tratadas). O registro das 

alterações celulares foi feito por fotografia em microscopia óptica. 

 

4.10 Análises por Citometria de Fluxo 

 

 A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para se determinar diferentes características 

das partículas biológicas. Os citômetros analisam as células ou partículas em meio líquido que 
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passam através de uma fonte de luz. O desvio da luz que está relacionado diretamente com a 

estrutura e morfologia das células, e a fluorescência são determinados para cada partícula que 

passa pela fonte de excitação. Após a aquisição do desvio da luz e fluorescência de cada 

partícula, a informação resultante pode ser analisada utilizando-se um computador com programa 

específico acoplado ao citômetro (SHAPIRO, 1995). 

 Para todos os compostos testados, cinco mil eventos foram avaliados por experimento e os 

debris celulares foram omitidos da análise. A fluorescência foi então determinadas por citômetro 

de fluxo BD LSRFortessa cytometer usando o BD FACSDiva Software (BD Biosciences) and 

Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Cinco mil eventos foram analisados para 

cada replicata em pelo menos três  experimentos independentes. 

 

4.10.1 Determinação da Externalização da Fosfatidilserina – Anexina V por citometria de 

fluxo  

 

 Um dos principais processos que ocorrem na apoptose é a perda da assimetria da 

membrana fosfolipídica com a translocação da fosfatidilserina da membrana interna da 

bicamada lipídica para superfície celular. A externalização da PS ainda continua como um 

processo não totalmente conhecido, mas sabe-se que a externalização da fosfatidilserina 

funciona como um sinal da célula para que os macrófagos  as  fagocitem,  antes  da  perda  da  

integridade  de  membrana  celular (VERMES et al., 1995). 

 A externalização da fosfatidilserina foi analisada por citometria de fluxo após marcação 

da fosfatidilserina com a anexina V (VERMES et al., 2000). Foi utilizado o FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) para determinar 

apoptose inicial e tardia. As células  foram lavadas duas vezes com PBS gelado e 

ressuspendidas em 135µL de PBS com 5µL de Iodeto de Propidio e 10µL de anexina V 

conjugada com ficoeritrina (PE). 

 As células foram levemente agitadas e incubadas por 20 minutos em temperatura 

ambiente (20-25ºC) no escuro. Posteriormente, as células foram analisadas por citometria de 

fluxo fluxo BD LSRFortessa cytometer usando o BD FACSDiva Software (BD Biosciences) 

and Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Anexina V é um corante 

hidrofílico impermeável em células intactas, e é utilizado como um indicador da integridade da 

membrana celular. A percentagem de células viáveis e de células apoptóticas inicial e tardia foi 

calculada.  
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 Os dados foram analisados com a média ± S.E.M. de pelo menos três experiências 

independentes realizadas em duplicata. Foram avaliados dez mil eventos por experimento e os 

detritos celulares foram omitidos na análise. * P <0,05 em comparação com o controle negativo 

por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla da Dunnett. 

4.10.2 Análise do Ciclo Celular por citometria de fluxo 

 

Esse teste baseia-se na capacidade do iodeto de propídeo (PI) ligar-se ao DNA. O PI 

consegue intercalar proporcionalmente a quantidade de DNA da célula, podendo então mensurar 

as fases do ciclo celular, através da quantidade de DNA presente em cada fase do ciclo celular. 

Uma alíquota de 100µL de suspenção de células tratadas e não tratadas foi incubada com 

100 µL de uma solução de lise (0,1% de citrato de sódio, 0,1% de Triton X-100 e 50 µg/mL de 

iodeto de propídeo em PBS). Após um período de 30 minutos, onde os tubos permaneceram no 

escuro, as amostras foram analisadas no citômetro de fluxo (NICOLETTI et al., 1991).  

 Os dados serão apresentados como a média ± S.E.M. de pelo menos três experimentos 

independentes realizadas em duplicata. Serão avaliados dez mil eventos por experimento e os 

detritos celulares serão omitidos na análise. * P <0,05 em comparação com o controle negativo 

por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla da Dunnett. 

 

4.11 Modelo xenográfico de tumor hepatocelular humano em camundongos 

 

A vantagem da utilização de neoplasias transplantáveis, em comparação às demais, recai 

sobre o conhecimento prévio da quantidade e das características iniciais das células tumorais a 

serem inoculadas e sobre o desenvolvimento rápido da neoplasia, que restringe o tempo de estudo 

(STEWART et al., 1959). 

Um total de 54 camundongos fêmeas SCID C.B 17 (imunodeficiência combinada grave) 

apresentando massa corpórea variando entre 25-30g. Foram obtidos e mantidos nas instalações de 

animais no Instituto Gonçalo Moniz - FIOCRUZ (Salvador, Bahia, Brasil). Os animais foram 

alojados em gaiolas com acesso livre a alimentos e água. Todos os animais foram mantidos sob 

um ciclo de claro-escuro de 12:12h (luzes acesas às 6:00 da manhã). Os animais foram tratados de 

acordo com os princípios éticos para a experimentação animal da SBCAL (Associação Brasileira 
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de Ciência Animal de Laboratório), no Brasil. O Comitê Local de Ética Animal aprovou o 

protocolo experimental (número 01/2013). As células HepG2 (10
7
 células por 500μL) foram 

implantadas subcutaneamente na axila esquerda dos camundongos. Os camundongos foram 

divididos aleatoriamente em quatro grupos no início do experimento: 

 

Grupo I ––15 animais tratados com o veículo (DMSO 5%) utilizado para diluir 

as substâncias (grupo controle negativo); 

Grupo II – 9 animais tratados com 5-fluourouracil (10mg/kg/dia); 
 

Grupo III – 15 animais tratados com TAP 07 (40mg/kg/dia); 
 

Grupo IV – 15 animais tratados com TP 07 (40mg/kg/dia); 

  

 Os animais foram tratados intraperitonealmente (200μL por animal) uma vez por dia 

durante 21 dias consecutivos.  

 Vinte e quatro horas após o último tratamento, os animais foram anestesiados com 

10mg/kg de cloridrato de xilazina (Synter, Cotia, São Paulo, Brasil) e 100mg/kg de cloridrato de 

ketamina (König, Santana de Parnaíba, São Paulo, Brasil), administradas por via intraperitoneal. 

Quando se observou a ausência de reflexo de pata, a eutanásia foi realizada por deslocamento 

cervical e 1,5ml de sangue periférico foram coletadas da artéria braquial. Os animais foram 

eutanasiados por aprofundamento de nível anestésico e os tumores foram excisados e pesados. Os 

efeitos dos compostos foram expressos como a percentagem de inibição do controle. Para realizar 

a evolução sistemática dos efeitos toxicológicos, os camundongos foram pesados no início e no 

final do experimento. 

O percentual de inibição do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela fórmula: 
 

IT (%) = [(A-B)/A] x 100 
 
Onde: A = média dos massa dos tumores no grupo controle e B = média dos pesos dos tumores 

nos animais tratados. 
 

Os dados foram analisados a partir da média ± E.P.M. de n experimentos. Para avaliação da 

ocorrência de diferenças significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por 

análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste em comparação com o controle negativo do teste 

de comparação múltipla da Dunnett com a utilização do programa GraphPad Prisma versão 5.0. 

 

 



56 
 

4.12 Avaliação da toxicidade sistêmica: parâmetros hematológicos, bioquímicos e analise 

histopatológica dos órgãos 

 

 Os animais foram observados sobre sinais de anormalidades que incluíram alterações na pele 

e pêlos, tremores, convulsões e diarreia, ao longo do estudo. As análises hematológicas foram 

realizadas com microscopia óptica. A análise bioquímica de amostras de soro foi realizada 

utilizando um rotor Vet-16 e quantificada usando um sistema analítico de química analítica 

(Hemagen Diagnostics, Inc.). Os fígados, rins, pulmões e corações foram removidos, pesados e 

examinados quanto a sinais de lesões graves ou alterações de cor e hemorragia. Após exame 

macroscópico tumores, fígado, rins, pulmões e coração foram fixados em tampão de formalina a 

4% e embutidos em parafina. As secções de tecido foram coradas para hematoxilina e eosina, e um 

patologista realizou análises sob microscopia óptica. 

 

4.12.1 Análise histopatológica 
 

 

A técnica de coloração hematoxilina e eosina (H/E) permite diferenciar o citoplasma do 

núcleo, possibilitando, assim, a análise de algumas estruturas celulares. A análise morfológica e 

histopatológica de tecidos dos animais tratadas permitem identificar alterações que possam estar 

ocorrendo e fornecer subsídios para sugerir os efeitos tóxicos causados pelo fármaco. 

Após o eutanásia dos animais, ocorreu a retirada e pesagem de órgãos e tumores, os quais 

foram armazenados em formol a 10%. As peças foram retiradas do formol e seccionadas em 

pequenas fatias para posterior preparação das lâminas. 

 O material foi fixado em formol a 10% por 24 horas, desparafinizado em xilol por 15 

minutos, e desidratado em concentrações crescentes de álcool até 70% (mergulhando-se 

rapidamente as lâminas), sendo posteriormente lavadas em água destilada até ter sido removido 

todo o álcool. Posteriormente as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina. As lâminas 

contendo as células coradas foram levadas ao microscópio para avaliação das suas características 

morfológicas e comparadas ao controle (não tratadas). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da atividade citotóxica das séries TAP,TP, TS e TZ em células tumorais 

humanas 

 

 

 Quarenta e nove compostos foram sintetizados e avaliados quanto à citotoxicidade em 

relação a quatro linhas celulares de câncer. Os compostos foram classificados em quatro grupos de 

acordo com a estrutura química de que são derivados: grupo TAP são 2-piridil 2,3-tiazois com um 

metil em C6. Os compostos TP são piridiltiazolil, os TS são tiossemicarbazonas e TZ são 

compostos de benziltiazolil. A linhagem celular mais sensível foi HL-60 (leucemia promielocítica) 

e a linhagem celular mais resistente foi HepG2 (carcinoma hepatocelular). Os compostos com IC50 

 3 μM foram considerados altamente potentes e os compostos com valores de IC50 na faixa de 3 - 

6μM foram considerados como potentes. Por outro lado, os compostos com IC50 entre 6μM e 

12μM foram considerados como moderadamente potentes, enquanto as moléculas que exibiam 

valores de IC50 na faixa de 12 - 24μM foram consideradas como tendo baixa potência. Finalmente, 

os compostos que exibem IC50> 24μM foram considerados não citotóxicos (FORTES et al., 2016). 

A maioria dos compostos de piridil tiazolil (grupo TAP e TP) foram altamente ativos em pelo 

menos uma linhagem celular (Tabela 4). 

 As moléculas da série TAP (Tabela 5), TP (Tabela 6), TS (Tabela 7) apresentaram elevado 

potencial de citotoxicidade em todas as linhagens tumorais testadas, com valores de CI50 que 

variaram de acordo com cada linhagem testada, porém as moléculas da série TZ (Tabela 8) não 

evidenciaram citotoxicidade significante. 

 As moléculas da série TAP apresentaram CI50 que variaram de 0,51 a 1,62µM em HL-60; 1 

a 3,9µM em MCF-7;  1,7 - 3,6µM em NCIH- 292 e maior que 2µM em HepG2. As moléculas da 

série TP apresentaram CI50 que variaram de 0,98 a 27,3µM em HL-60; 2,5 a 11µM em MCF-7;  

0,94 a 14µM em NCIH- 292; 5 a 6µM em HepG2. As moléculas da série TS apresentaram CI50 

que  variaram de 0,71 a 15,8µM em HL-60; 0,62 a 36,2µM em MCF-7;  0,96 a 38,6µM em NCIH- 

292 e maior que 50µM em HepG2. Os compostos de TZ não foram citotóxicos ou apresentaram 

baixa atividade antiproliferativa em células cancerosas apresentando CI50 que  variaram de 5 a 

18µM/mL em HL-60;  maior que 21µM/mL em MCF-7;  maior que 18µM/mL em NCIH- 292 e 

maior que 50 µM em HepG2. A doxorrubicina usada como controle positivo, também apresentou 

citotoxicidade em todas as linhagens tumorais testadas. 
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 Uma vez que as substâncias testadas apresentaram citotoxicidade contra linhagens 

tumorais, foi avaliado os efeitos citotóxicos em células mononucleares do sangue periférico 

humano (PBMC - peripheral blood mononuclear cell – linfócitos e monócitos) pelo método MTT 

com 72 horas de incubação. Em relação a essa toxicidade, a maioria dos compostos TAP foram 

citotóxicos para PBMC, com exceção de TAP-07 que não foi citotóxica em concentrações testadas 

(IC50> 30μM), tornando TAP-07 o composto com o Índice de seletividade mais favorável (SI). 

Entre os compostos pertencentes ao grupo TP, apenas TP-02 e TP-07 foram ativos em todas as 

linhagens celulares testadas. Por outro lado, apenas o composto TP-02 foi citotóxico para PBMC 

(IC50 de 5,8 μM) quando comparado ao TP-07 que não era citotóxico na concentração testada 

(IC50> 30 μM). Para as moléculas TS os valores de CI50 encontrados foram de 9,5 a 20,9µM e por 

fim o grupo TZ apresentaram CI50 menor que 3,5µM em todas as moléculas testadas. Compostos 

que causam morte celular não específica visando a membrana plasmática celular são muito 

tóxicos. A CI50 das moléculas em HL-60 obteve-se o índice de seletividade que será utilizada 

como modelo nos demais testes biológicos, com a CI50 em PBMC após 72h de incubação (Tabela 

5 até 8), observou-se que a citotoxicidade foi maior em células HL-60 do que em PBMC. 

 

Tabela 5: Atividade citotóxica das moléculas da série TAP (Tiazolilmetilpiridina).  

 

Compostos HL-60 MCF-7 NCI-H292 HepG2 PBMC 

IC50 (Intervalo de confiança) µM 

TAP-01 
0.91 

 ( 0.71 - 1.2) 

1.01  

(0.7 - 2.2) 

1.8  

(1.3 - 2.4) 
>50 <3.5 

TAP-02 
0.64 

(0.42 - 1.0) 

2.1 

( 0.77 - 5.1) 

2.4  

(1.9 - 3.1) 
>50 

6.9 

 (5.5 - 13.6) 

TAP-03 
0.75  

(0.56 - 0.95) 

1.1  

( 0.7 - 1.7) 

1.9  

(1.5 - 2.3) 
>50 

13.8  

(7.4 - 26.0) 

TAP-04 
0.51  

(0.43 - 0.64) 

1.61  

( 0.75 - 3.22) 

1.4  

(1.0 -1.8) 
>50 

3.7  

(2.3 - 6.6) 

TAP-05 
0.70  

(0.57 - 0.89) 

1.5 

 (1.1 - 1.8) 
2.6 (1.5 - 4.7) >50 

13.1 

 (7.3 - 22.9) 

TAP-06 
0.8  

( 0.58 - 1.07) 

1.3  

(1.1 - 1.6) 

3.0  

( 1.5 - 5.8) 
>50 <3.5 

TAP-07 
0.98 

 (0.82 - 1.15) 

3.5  

(1.4 - 9.1) 

3.1  

(2.7 - 4.9) 

2.2 

(1.5 - 3.3) 
>30 

TAP-08 
1.62 

(1.40 - 1.90) 

1.5 

 (0.44 - 5.2) 

3.6  

(1.8 - 4.3) 
>50 <3.5 

TAP-09 
0.66 

 (0.44 - 0.93) 

3.9  

(1.8 - 8.5) 

2.7  

(2.4 - 3.1) 
>50 <3.5 
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TAP-10 
0.58 

(0.41 - 0.85) 

1.2  

(0.91 - 1.5) 

3.0  

(1.9 - 4.7) 
>50 <3.5 

TAP-11 
0.85  

(0.67 - 0.94) 

1.01  

(0.85 - 1.15) 

1.7  

(1.4- 2.5) 
>50 

4.0 

 (2.3 - 6.7) 

TAP-12 
1.4  

(1.10 - 1.80) 

2.7  

(1.4 - 5.4) 

2.7  

(2.2 - 3.4) 
>50 

6.6  

(4.6 - 9.3) 

Dox 
0.02 

(0.02-0.04) 

0.37 

(0.18 – 0.92) 

0.55  

(0.37 – 0.92) 

0.6 

(0.51-0.81) 

1.4 

(0.9-2.6) 

 
 Os dados são apresentados como valores de IC50 em M e seu respectivo intervalo de confiança de 95% 

obtido por regressão não linear através do programa GraphPad Prism de pelo menos dois experimentos independentes 

realizados em duplicata ou triplicata, medidos pelo teste de redução de MTT após 72 h de incubação. Células 

tumorais: HL-60 (leucemia promielocítica humana); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano); NCI-H292 

(carcinoma do pulmão humano); E HepG2 (carcinoma hepatocelular humano). Células não tumorais: PBMC (células 

mononucleares de sangue periférico humano). A doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. 

 

 

Tabela 6: Atividade citotóxica das moléculas da série TP (Tiazolilpiridina).  

 

Compostos HL-60 MCF-7 NCI-H292 HepG2 PBMC 

IC50 (Intervalo de confiança) µM 

TP-01 
1.7 

(1.4 -2.4) 

11.0  

(5.7 - 21.5) 

10.7  

(6.4 -17.8) 
>50 

6.6  

(13.9 - 33.3) 

TP-02 
1.3  

(1.1 - 1.5) 

3.8  

(3.0 - 4.9) 

7.5 

(5.1 - 11.0) 

6.1 

(4.3 - 8.6) 
<3.5 

TP-03 
27.3  

(20.9 - 35.5) 

4.4  

(1.6 - 11.2) 

2.2  

(1.1 - 3.1) 
>50 

9.0  

(7.5 - 8.6) 

TP-04 
1.3  

(1.0 - 1.7) 

2.5  

(2.2 - 3.2) 

6.4  

( 4.1 - 10.0) 
>50 <3.5 

TP-05 
1.9  

(1.6 - 2.2) 

4.6  

(3.7 - 5.7) 

14.6  

(8.3 - 25.4) 
>50 

7.9  

(3.2 - 18.8) 

TP-06 
8.7  

(5.0 - 14.8) 

5.7  

(2.6 - 12.4) 

2.8  

(1.5 - 5.0) 
>50 <3.5 

TP-07 
1.0  

(0.85 - 1.2) 

4.7  

(3.2 - 6.8) 

3.2  

(2.7 - 3.8) 

5.8  

(4.2 -7.9) 
>30 

TP-08 
0.57 

 (0.22-0.97) 

2.5  

(1.9 - 3.3) 

0.94  

(0.45 - 2.0) 
>50 

12.3  

(7.7 - 19.0) 

TP-09 
1.2  

(0.17 - 9.1) 

2.9  

(1.4 - 5.7) 

2.4  

(1.8 - 2.8) 
>50 

13.0  

(6.6 - 25.5) 

TP-10 
0.98  

(0.67 - 1.4) 

4.3  

(2.2 - 7.9) 

3.3  

(3.0 - 3.6) 
>50 >30 

TP-11 
2.7  

(2.2 - 3.4) 
>50 >50 >50 >30 

TP-12 
3.1  

( 2.4 - 4.0) 

7.2  

( 5.7 - 9.0) 
>50 >50 

19.3  

(12.7 - 29.0) 
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Dox 
0.02 

(0.02-0.04) 

0.37 

(0.18 – 0.92) 

0.55  

(0.37 – 0.92) 

0.6 

(0.51-0.81) 

1.4 

(0.9-2.6) 

 

 Os dados são apresentados como valores de IC50 em M e seu respectivo intervalo de confiança de 95% 

obtido por regressão não linear através do programa GraphPad Prism de pelo menos dois experimentos independentes 

realizados em duplicata ou triplicata, medidos pelo teste de redução de MTT após 72 h de incubação. Células 

tumorais: HL-60 (leucemia promielocítica humana); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano); NCI-H292 

(carcinoma do pulmão humano); E HepG2 (carcinoma hepatocelular humano). Células não tumorais: PBMC (células 

mononucleares de sangue periférico humano). A doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. 

 

 

Tabela 7: Atividade citotóxica das moléculas da série TS (Tiossemicarbazona). 

 

Compostos HL-60 MCF-7 NCI-H292 HepG2 PBMC 

IC50 (Intervalo de confiança) µM 

TS-01 
12.3 

(8.2 -18.6) 
>50 

38.6 

(28.4 - 54.4) 

>50 19.9 

(12 - 32.01) 

TS-02 >50 
2.2 

(1.9 - 2.6) 
>50 

>50 10.2 

(7.9 -12.9) 

TS-03 
3.0 

( 2.8 - 3.3) 

18.1 

(14.8 - 22.4) 

9.6 

( 6.2 - 14.8) 

>50 

<3.5 

TS-04 
0.71 

(0.58 - 0.83) 

0.62 

(0.46 - 0.87) 

0.96 

( 0.50 - 1.8) 

>50 

<3.5 

TS-05 
1.4 

(1.2 - 1.6) 

4.5 

(1.8 - 10.1) 

2.01 

(1.0 - 3.8) 

>50 

>30 

TS-06 
0.84 

(0.53 - 1.3) 

2.5 

( 1.3 - 4.6) 

2.8 

(0.6 - 12.6) 

>50 

<3.5 

TS-07 
10.81 

(4.8 -24.8) 

36.2 

(26.1 - 50.5) 

26.6 

(20.1 - 35.2) 

>50 20.9 

(14.7 - 29.8) 

TS-08 
8.8 

(5.1 -15.0) 

>50 >50 >50 11.9 

(7.52 -19.6) 

TS-09 
15.86 

(8.1 -30.8) 

>50 >50 >50 9.5 

(7.52 - 11.9) 

TS-10 >50 >50 >50 >50 
>30 

TS-11 >50 
22.2 

(7.7 - 63.6) 

29.6  

(26.5 - 32.9) 

>50 10.5 

(8.9 - 12.5) 

TS-12 
1.72 

(1.3 - 2.0) 

1.3 

(1.1 - 1.6) 

4.1 

( 4.0 - 4.3) 

>50 

<3.5 

TS-13 
8.78 

(5.9 -12.8) 

23.7 

(13.9 - 40.2) 

21.7 

(10.8 - 42.9) 

>50 

<3.5 

DOX 
0.02 

(0.02-0.04) 

0.37 

(0.18 – 0.92) 

0.55  

(0.37 – 0.92) 

0.6 

(0.5-0.8) 

1.4 

(0.9-2.6) 

 

 Os dados são apresentados como valores de IC50 em M e seu respectivo intervalo de confiança de 95% 

obtido por regressão não linear através do programa GraphPad Prism de pelo menos dois experimentos independentes 
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realizados em duplicata ou triplicata, medidos pelo teste de redução de MTT após 72 h de incubação. Células 

tumorais: HL-60 (leucemia promielocítica humana); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano); NCI-H292 

(carcinoma do pulmão humano); E HepG2 (carcinoma hepatocelular humano). Células não tumorais: PBMC (células 

mononucleares de sangue periférico humano). A doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. 
 
 
Tabela 8: Atividade citotóxica das moléculas da série TZ (Tiazolil da tiossemicarbazona). 

 

Compostos HL-60 MCF-7 NCI-H292 HepG2 PBMC 

IC50 (Intervalo de confiança) µM 

TZ-01 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-02 >50 >50 >50 >50 <3.5 

TZ-03 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-04 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-05 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-06 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-07 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-08 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-09 >50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-10 
18.4  

(10 - 33.8) 

21.9  

(15.2 - 31.5) 
>50 >50 <3.5 

TZ-11 > 50 > 50 >50 >50 <3.5 

TZ-12 
5.3  

(4.6 - 6.1) 

21.4  

(13.8 - 33.0) 

18.6  

(16 - 21.8) 
>50 <3.5 

Dox 
0.02 

(0.02-0.04) 

0.37 

(0.18 – 0.92) 

0.55  

(0.37 – 0.92) 

0.6 

(0.51-0.81) 

1.4 

(0.9-2.6) 

 

 Os dados são apresentados como valores de IC50 em M e seu respectivo intervalo de confiança de 95% 

obtido por regressão não linear através do programa GraphPad Prism de pelo menos dois experimentos independentes 

realizados em duplicata ou triplicata, medidos pelo teste de redução de MTT após 72 h de incubação. Células 

tumorais: HL-60 (leucemia promielocítica humana); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano); NCI-H292 

(carcinoma do pulmão humano); E HepG2 (carcinoma hepatocelular humano). Células não tumorais: PBMC (células 

mononucleares de sangue periférico humano). A doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. 

 

 Um teste hemolítico positivo exclui que o composto seja usado como medicamento 

terapêutico. Nenhum dos compostos testados foi tóxico para eritrócitos humanos (EC50> 

250μM).Este ensaio permite avaliar o potencial das substâncias em causar lesões na membrana 

plasmática da célula, seja pela formação de poros ou pela ruptura total, por meio da utilização de 

eritrócitos desta forma, pode-se inferir que a atividade citotóxica não é dependente de lise imediata 
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da membrana plasmática, podendo estar relacionado com um mecanismo de morte celular mais 

específico. A ausência de atividade hemolítica sugere que o efeito citotóxico das amostras testadas 

independe de uma dano especifico à membrana plasmática da célula.  A citotoxicidade de TAP-07 

e TP-07 destacou-se em relação à outra série de compostos sintetizados, em particular devido ao 

seu potencial citotóxico para células HL-60 e HepG2 e a ausência de citotoxicidade para PBMC 

(Tabela 5 e 6). Assim, TAP-07 e TP-07 foram selecionados para experiências adicionais. 

 

5.2. Avaliação de morte celular na linhagem HepG2 e HL60 pelos compostos 2-piridil-2,3-

tiazol pelo método de exclusão do corante azul de tripan 

 

 

 HepG2 é uma linhagem celular de tumor de fígado aderente que forma tumor sólido 

quando implantado no animal. Para verificar se os compostos são capazes de atuar sobre células 

cancerosas em suspensão, uma linha celular leucêmica (HL60) também foi tratada com TAP-07 e 

TP-07. As células HL-60 e HepG2 foram tratadas com TAP-07 e TP-07 durante 24 e 48 h e a 

viabilidade celular foi avaliada utilizando o método de exclusão de corante azul de tripan.  

 Ambos os compostos reduziram a viabilidade celular (Fig. 11). Nas células HepG2, 

TAP-07 causou inibição significativa do crescimento celular (p <0,05) a 7,5 (69%) e 15μM (82%) 

após 24 h, enquanto o número viável de células diminuiu 42% e 55% após o tratamento com TP-

07 a 16μM e 32μM, respectivamente. Após 48 h, o TAP-07 causou inibição significativa do 

crescimento celular (p <0,05) a 8μM (85%) e 16μM (93%) e TP-07, a 16μM e 32μM, reduzida em 

68% e 80%, respectivamente.  

 Nas células HL-60, o número de células viáveis tratado durante 24h com TAP-07 a 

0,8μM e 1,6μM foi reduzido em 79% e 89%, respectivamente. O número de células HL60 também 

foi reduzido após o tratamento com TP-07 a 6μM (46% de inibição) e 12μM (53,7% de inibição). 

Após 48h de incubação, o TAP-07 causou inibição significativa do crescimento celular (p <0,05) a 

0,8μM (87%) e 1,6μM (91%) e TP-07, a 6μM e 12μM, reduzida em 57% e 63%, respectivamente. 

A doxorrubicina, a 2μM, reduziu o número de células HepG2 em 59% e 67% e as células HL-60 

reduziram 72,2% e 79% após 24h e 48 h, respectivamente.  
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Figura 11: Viabilidade celular determinada por coloração com azul de tripan de células HepG2 (A e B) e HL-60 (C e 

D) tratadas com TAP-07 e TP-07 após 24 (A e C) e 48 (B e D) horas de incubação. O controle negativo (NC) foi 

tratado com o veículo (0,1% de DMSO) usado para diluir a substância testada. A doxorrubicina (DOX, 2 μM) foi 

utilizada como controle positivo. Os dados são apresentados como a média ± S.E.M. De pelo menos três experimentos 

independentes realizadas em duplicata. * P <0,05 em comparação com o controle negativo por ANOVA seguido do 

teste de comparação múltipla da Dunnett. 

 

 

5.3 Indução de morte celular por apoptose na linhagem celular HepG2 e HL60 pelos 

compostos 2-piridil-2,3-tiazol 

 

 

 A análise morfológica realizada após a coloração de may-grunwald-giemsa mostrou que 

ambas as linhagens celulares HepG2 e HL-60 tratadas com TAP-07 e TP-07 durante 24h e 48h 

apresentaram fragmentação dos núcleos que se tornaram mais evidentes em concentrações mais 

elevadas. Uma redução no volume celular foi frequentemente verificada em células com núcleos 

alterados (Fig. 12).  
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Figura 12: Análise microscópica de células HepG2 e HL-60 coradas com may-grunwald-giemsa após 24h e 48 h de 

incubação. O controle negativo (NC) foi tratado com o veículo (0,1% de DMSO) usado para diluir a substância 

testada. A doxorrubicina (DOX, 2 μM) foi utilizada como controle positivo. As setas indicam células com DNA 

fragmentado. 
 

 

 Nos controles negativos, descobriram-se células mitóticas que indicam o estado 

proliferativo das linhagens celulares, bem como o núcleo da célula interfase em forma redonda. As 

análises da distribuição de DNA por citometria de fluxo também foram incluídas no estudo. Foi 

encontrada fragmentação de DNA internucleossomal significativa (p <0,05) de 17,2 ± 2,4%, 25,5 

± 4,0% e 17,8 ± 4,4% em células HepG2 após 24h de tratamento com TAP-07 a 8μM e 16μM e 

TP-07 a 32μM, Respectivamente, em comparação com o controle (5,9 ± 2,0%) (Fig. 13).  
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Figura 

13: Conteúdo de DNA analisado por citometria de fluxo de células HepG2 (A e B) e HL-60 (C e D) tratadas com 

TAP-07 e TP-07 após 24h (A e C) e 48 h (B e D) de incubação. O controle negativo (NC) foi tratado com o veículo 

(0,1% de DMSO) usado para diluir a substância testada. A doxorrubicina (DOX, 2 μM) foi utilizada como controle 

positivo. Os dados são apresentados como a média ± S.E.M. de pelo menos três experimentos independentes 

realizadas em duplicata. Foram avaliados dez mil eventos por experimento e os detritos celulares foram omitidos na 

análise. * P <0,05 em comparação com o controle negativo por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla da 

Dunnett. 
 

 

 O tratamento de células HepG2 com TAP-07 (8μM e 16μM) e TP-07 (32μM) reduziu o 

número de células em G0 / G1 (p <0,05). A fase S e as fases G2 / M do ciclo celular não foram 

afetadas pelo tratamento TAP-07 nem TP-07. Após 48h de tratamento, observou-se aumento (p 

<0,05) da fragmentação do DNA internucleosomal em células HepG2 após o tratamento com 

TAP-07 a 8μM e 16μM (22 e 29% da população sub-G1, respectivamente, em comparação com 

3,8% do controle negativo). TAP-07 significativamente (p <0,05) reduziu o número de células 

HepG2 em G2/M após 48h de tratamento. A população G2/M do controle negativo foi 18,2 ± 

2,4%, enquanto que para as células tratadas com TAP-07 a 8μM e 16μM, a porcentagem de 

células em G2/M foi de 6,0 ± 0,6 e 4,9 ± 1,1, respectivamente. As análises quantitativas por 

citometria de fluxo revelaram um aumento no conteúdo de DNA fragmentado de células HL-60 

tratadas com TAP-07 a 0,8μM e 1,6μM e TP-07 a 12μM (a população sub-G1 foi de 6,9 ± 2,0% 

no controle negativo e aumentou para 17,5 ± 7,0%, 20,8 ± 6,0% e 12,4 ± 2,0 após 24h do 
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tratamento com TAP-07 a 0,8μM, 1,6μM e TP-07 a 12μM, respectivamente. Quando as células 

HL60 foram tratadas com TAP-07 e TP-07 durante 48h, o efeito de TAP-07 e TP-07 na indução 

fragmentada do DNA foi mais potente.  

 

 A externalização da fosfatidilserina foi avaliada pela marcação com anexina V/iodeto de 

propídio. A porcentagem de células positivas de HepG2 anexina V (apoptose) foi 

significativamente maior após 24h de tratamento com TAP-07 e TP-07 a 16 μM (7,9 ± 0,6%) e 

32μM (9,0 ± 3,3%), respectivamente, em comparação com a Controle (4,3 ± 0,8%). Observou-se 

um aumento significativo nas células necróticas de HepG2 para o tratamento TP-07 a 32μM (4,7 ± 

0,4) e doxorrubicina (88,7 ± 5,3) em comparação com o controle negativo (0,9%) (Fig.14). 
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Figura 14: Efeito dos compostos TAP-07 e TP-07 na indução da apoptose na linha celular HepG2 após 24 h de 

incubação. A - Partes de pontos de citometria de fluxo representativas mostrando a porcentagem de células em 

estágios viáveis, apoptóticos e necróticos. B - Quantificação da viabilidade celular determinada por citometria de 

fluxo usando anexina V / PI. O controle negativo (NC) foi tratado com o veículo (0,1% de DMSO) usado para diluir a 

substância testada. A doxorrubicina (DOX, 2 μM) foi utilizada como controle positivo. Os dados são apresentados 

como a média ± S.E.M. de pelo menos três experiências independentes realizadas em duplicata. Foram avaliados dez 

mil eventos por experimento e os detritos celulares foram omitidos na análise. * P <0,05 em comparação com o 

controle negativo por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla da Dunnett. 

  

 As células positivas para anexina V não foram observadas para células HL60, após 24h 

de tratamento com TAP-07 (1,6 μM) e TP-07 (12 μM) (dados não mostrados). 
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5.4 Ensaios in vivo 

  

5.4.1 Avaliação da redução do desenvolvimento do tumor de células HepG2 pelos compostos 

2-piridil-2,3-tiazol em modelo xenográfico 
 

 

 Para investigar se os compostos 2-piridil-2,3-tiazol têm atividade antitumoral in vivo, os 

camundongos SCID C.B-17 foram enxertados com células HepG2 e tratados com TAP-07 e TP-

07 por via intraperitoneal uma vez por dia durante 21 dias consecutivos. TAP-07 e TP-07 foram 

capazes de inibir o crescimento de células HepG2 em camundongos. (Fig. 15A) mostra a inibição 

obtida. No 21º dia, o peso médio do tumor dos camundongos de controle negativo foi de 0,60 ± 

0,08 g. Na presença de TAP-07 e TP-07 (40 mg / kg), os pesos médios do tumor foram 0,19 ± 0,03 

e 0,32 ± 0,04 g, respectivamente. A massa tumoral foi significativamente reduzida em animais 

tratados com TAP-07 em 73,0%, enquanto o tratamento com TP-07 inibiu o crescimento do tumor 

em 47,0%. O controle positivo (5-FU, 10 mg / Kg) reduziu o peso do tumor em 41,4%.   

 Nas análises histológicas, observamos em todos os grupos um tumor de padrão sólido 

hipervascularizado que mostra células tumorais poligonais, apresentando pleomorfismo, 

citoplasma grano eosinofílico, núcleos arredondados e nucleolos proeminentes. Figuras mitóticas, 

poucas estruturas pseudoglandulares e áreas esteatóticas estavam presentes. As células tumorais 

foram cercadas por estroma fibroso. Embora a necrose tenha sido frequente em todos os grupos, 

esse aspecto foi muito mais evidente no grupo TAP-07, quando comparado aos demais, 

especialmente no controle negativo (Fig. 15B).  

 

 

5.4.2 Avaliação dos parâmetros toxicológicos de animais tratados com os compostos 2-

piridil-2,3-tiazol em modelo xenográfico de HepG2 
 

 

 Os parâmetros toxicológicos sistemicos foram examinados em camundongos tratados 

com 2-piridil-2,3-triazol. Não houve diferença na massa corporal dos camundongos CB-17 SCID 

com tumor de células HepG2 após 21 dias de tratamento com TAP-07 (40mg/kg) ou TP-07 

(40mg/kg), nem no fígado, nos rins, nos pulmões e massa do coração, quando comparado ao 

controle negativo (p> 0,05) (Tabela 9). O peso do fígado dos animais tratados com o controle 

positivo (5-FU, 10 mg / kg) foi reduzido, quando comparado ao controle negativo (p <0,05). 
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Figura 15: Atividade antitumoral in vivo de TAP-07 (40 mg / kg) e TP-07 (40 mg / kg) em camundongos SCID C.B-

17 portadores de células HepG2. A - Quantificação do peso do tumor. B - Análises histológicas representativas dos 

tumores. O controle negativo (NC) foi tratado com o veículo (5% de DMSO) usado para diluir a substância testada. O 

5-Fluorouracil (5-FU, 10 mg / kg) foi utilizado como o controle positivo. A partir de 1 dia após a implantação do 

tumor, os animais foram tratados através da via intraperitoneal por 21 dias consecutivos. Os dados são apresentados 

como a média ± S.E.M. de 9-15 animais. * P <0,05 em comparação com o controle negativo por ANOVA seguido do 

teste de comparação múltipla da Dunnett. 
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Tabela 9: Efeito de TAP-07 e TP-07 no corpo e massa do órgão relativo de camundongos SCID 

C.B-17 portadores de células HepG2 
 

 

O controle negativo (NC) foi tratado com o veículo (5% de DMSO) usado para diluir a substância testada. O 5-Fluorouracil 

(5-FU, 10 mg / kg) foi utilizado como o controle positivo. A partir de 1 dia após a implantação do tumor, os animais foram 

tratados através da via intraperitoneal por 21 dias consecutivos. Os dados são apresentados como a média ± S.E.M. De 9-15 

animais. * P <0,05 em comparação com o controle negativo por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla da 

Dunnett. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parametros NC 5-FU TAP-07 TP-07 

Dose (mg/kg) - 10 40 40 

Peso corporeo final (g) 27.1±1.3 26.1±1.7 26.6±1.6 26.9±1.7 

Peso corporeo inicial (g) 26.2±1.9 26.2±1.0 25.47±1.9 26.9±1.9 

Fígado (g/100g massa) 4.16±0.8 3.37±0.74* 3.65±0.66 4.38±1.0 

Rins (g/100g massa) 1.47±0.37 1.15±0.4 1.13±0.38 1.59±0.37 

Coração (g/100g massa) 0.51±0.19 0.50±0.19 0.48±0.10 0.46±0.16 

Pulmão (g/100g massa) 0.71±0.29 0.62±0.19 0.69±0.20 0.61±0.19 
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 Os animais também foram analisados em relação à contagem de células brancas e de 

eritrócitos (Tabela 10).  

 

 

Tabela 10: Efeito de TAP-07 e TP-07 em parâmetros hematológicos de sangue periférico de 

camundongos C.B-17 SCID portadores de células HepG2 

 
 

Parameters Non-

tumor 

NC 5-FU TAP-07 TP-07 

Dose (mg/kg) - - 10 40 40 

Eritrocitos (10
6
cel/μL) 2.87±0.6 3.32±1.6* 2.2±1.91* 2.17±1.35* 2.15±1.8* 

Leucocitos Totais (10
3
 

cel/μL) 

1.0±0.2 

5.3±0.9 1.9±0.4* 1.9±0.8* 4.9±1.1 

Leucocitos diferenciais (%)      

Neutrofilos  41.0±4.9  74.0±6.9 65.0±9.7 91.1±2.2* 86.3±3.8* 

Linfócitos 53.8±5.3  22.0±4.7 32.8±9.3* 6.6±2.3* 11.3±3.0* 

Monocitos  3.2±0.7  1.0±0 1.3±0.5 1.0±0 1.3±0.8 

Eosinofilos 1.2±0.4 1.3±0.4 1.0±0 1.1±0.4 1.0±0 

 

O grupo não tumoral representa camundongos SCB C.B-17 sem inoculação do tumor ou qualquer tratamento. O 

controle negativo (NC) foi tratado com o veículo (5% de DMSO) usado para diluir a substância testada. O 5-

Fluorouracil (5-FU, 10 mg / kg) foi utilizado como o controle positivo. A partir de 1 dia após a implantação do tumor, 

os animais foram tratados através da via intraperitoneal por 21 dias consecutivos. Os dados são apresentados como a 

média ± S.E.M. De 6 animais. * P <0,05 em comparação com o controle negativo (NC) por ANOVA seguido do Teste 

de comparação múltipla da Dunnett.  

 

 Verificou-se uma diminuição do número total de leucócitos nos grupos TAP-07 e 5-FU em 

comparação com o grupo tratado com DMSO (p <0,05). Se compararmos os leucócitos totais de 

animais tratados com TAP-07 (1,9 ± 0,410
3
/μL) com os animais sem tumor (1,0 ± 0,2 10

3
/μL), não é 

encontrada diferença significativa entre os grupos. O número de eritrócitos também foi reduzido nos 

grupos TAP-07, TP-07 e 5-FU. Os parâmetros bioquímicos clínicos (Tabela 11) que foram medidos 

para investigar as alterações da função hepática foram alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), albumina (ALB), colesterol e bilirrubina total. 

ALT, AST e ALP foram significativamente (p <0,05) reduzidos após o tratamento com TAP-07 e 

TP-07 40mg/Kg quando comparado ao controle negativo; No entanto, os níveis de enzimas estavam 
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no intervalo normal. ALB, colesterol e bilirrubina total não foram afetados pelo tratamento. O 5-FU 

não alterou os parâmetros bioquímicos descritos acima. Como indicador da função renal, mediu-se a 

creatinina (CREA) e o nitrogênio ureico no sangue (BUN). Não houve alteração no BUN de animais 

tratados com TAP-07, TP-07 e 5-FU, enquanto que para os níveis de CREA, apenas os animais 

tratados com TP-07-40 mg/Kg apresentaram redução no sangue. A amilase, uma enzima pancreática, 

foi medida para verificar o dano do pâncreas. Não foi observada alteração na amilase sanguínea em 

nenhum grupo de animais tratados com TAP-09, TP-07 e 5-FU. A creatina quinase com correlação 

com a lesão do músculo cardíaco e esquelético foi reduzida em todos os grupos tratados em 

comparação com ao controle (p <0,05). Os níveis de glicose, cálcio e fosfato não foram alterados 

entre os grupos (Tabela 11).  
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Tabela 11: Efeito de TAP-07 e TP-07 em parâmetros bioquímicos clínicos de sangue periférico 

de camundongos SCID C.B-17 portadores de células HepG2 
 

Parametros NC 5-FU TAP-07 TP-07 

Dose (mg/kg) - 10 40 40 

ALT (U/L) 8.8±2.1 10.2±1.2 2.2±0.5* 5.5±0.5* 

AST (U/L) 57.0±3.7 64.0±32.6 11.2±3.2* 19.0±2.1* 

ALP (U/L) 49.6±10.0 44.5±6.7 12.0±3.1* 11.7±2.1* 

ALB (mg/dl) 3.1±0.4 3.0±0.9 3.2±0.6 1.8±0.4 

GLU (mg/dl) 203.0±83.9 244.3±45.2 281.0±29.9 205.8±4.4 

CREA (mg/L) 0.6±0.1 0.7±0.1 0.6±0.08 0.3±0.1* 

CK (U/L) 77.6±7.5 53.5±2.3* 22.2±3.3* 47.7±1.7* 

AML (U/ml) 1.243±208 1.140±444 1.078±144 1.364±261 

Colesterol (mg/dl) 123.0±33.1 195.5±28.0 182.0±12.8 72.0±18.9 

BUN (mg/dl) 45.6±21.1 36.2±7.2 33.9±2.8 39.0±8.9 

BIL Total (mg/dl) 0.1±0.05 0.1±0.05 0.1±0.05 0.2±0.2 

CÁLCIO (mg/dl) 8.3±1.3 8.6±2.9 6.1±0.7 6.9±1.1 

FOSFATO (mg/dl) 16.7±2.9 19.0±1.0 17.3±1.5 16.3±0.7 

 

O controle negativo (NC) foi tratado com o veículo (5% de DMSO) usado para diluir a substância testada. O 5-Fluorouracil (5-FU, 

10 mg / kg) foi utilizado como o controle positivo. A partir de 1 dia após a implantação do tumor, os animais foram tratados através 

da via intraperitoneal por 21 dias consecutivos. ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase; ALP: fosfatase 

alcalina; ALB: albumina; CREA: creatinina; CK: creatina quinase; AML: amilase; BUN: nitrogênio uréico no sangue. BIL Total: 

Bilirrubina total. Os dados são apresentados como a média ± S.E.M. De 4-5 animais. * P <0,05 em comparação com o controle 

negativo por ANOVA seguido do teste de comparação múltipla da Dunnett. 
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5.4.3 Avaliação histopatológica dos órgãos de camundongos portadores do tumor de células 

HepG2 tratados pelos compostos 2-piridil-2,3-tiazol 
 

 A análise histopatológica foi realizada no fígado, rins, pulmões e corações de todos os 

grupos (Fig. 16).  

 
 

 
 

 

Figura 16: Análise histopatológica de órgãos de camundongos SCID C.B-17 portadores de células HepG2 tratadas 

com TAP-07 (40 mg / kg) e TP-07 (40 mg / kg) coradas com hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia 

óptica. O controle negativo (NC) foi tratado com o veículo (5% de DMSO) usado para diluir a substância testada. O 

5-Fluorouracil (5-FU, 10 mg / kg) foi utilizado como o controle positivo. A partir de 1 dia após a implantação do 

tumor, os animais foram tratados através da via intraperitoneal por 21 dias consecutivos. Símbolos:      

congestionamento;   inflamação; * Necrose; † enfisema; †† atalectasia; • hialinização. 

 

 A análise histopatológica dos fígados revelaram degeneração hidrópica, áreas dispersas 

de necrose de coagulação e inflamação em todos os grupos experimentais. Deve-se notar que essas 

Fígado Rins Pulmão 
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características histopatológicas foram mais pronunciadas no grupo TP-07, em comparação com os 

demais grupos (controle negativo, 5-FU e TAP-07). Nos rins, observaram-se congestão, 

hemorragia, esclerose glomerular, dilatação e inflamação tubulares, bem como a necrose tubular 

focal em todos os grupos. Nos pulmões, atelectasias, enfisema, hemorragia focal, inflamação 

aguda e congestionamento vascular foram observados em todos os animais. A necrose bronquiolar 

foi observada nos grupos TP-07 e TAP-07. A análise histopatológica dos corações não apresentou 

alterações em nenhum grupo. 
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6. DISCUSSÃO 

 A química medicinal faz o aproveitamento do esqueleto ativo destas moléculas, 

modificando, através de modelagem molecular ou outras técnicas de síntese, pequenos 

radicais, que podem ser adicionados ou retirados da estrutura, a fim de melhorar as 

propriedades farmacológicas do composto, aumentando sua eficácia e segurança, 

diminuindo os efeitos colaterais (QIAN, et al, 2007; ORTHOLAND; GANESAN, 

2004). 

 Os novos agentes estudados podem ser utilizados como protótipos para a síntese 

de análogos mais promissores. A obtenção de análogos é um processo comumente 

utilizado para descobrir os grupamentos essenciais à atividade biológica, e isso pode ser 

feito através de estudos da relação entre a estrutura e atividade biológica servindo de 

base para a otimização molecular  (WILSON; DANISHEFSKY, 2007). A atividade 

citotóxica in vitro e a avaliação antitumoral in vivo dos compostos TAP e TP foram 

estudadas pela primeira vez nesta comunicação. A maioria dos compostos era citotóxica 

para pelo menos três linhas celulares, com exceção de TP-11, que se mostrou citotóxico 

para apenas uma linhagem celular (HL-60). 

 Pequenas mudanças nas moléculas podem significar alteração do efeito 

biológico de um composto, sendo favorável, portanto, a produção de derivados por 

técnicas químicas de semi-síntese na pesquisa de novos fármacos, inclusive para drogas 

anticâncer (LEE, 2013). A modelagem molecular ou outras técnicas de síntese podem 

melhorar as propriedades farmacológicas do composto, aumentando sua eficácia e 

diminuindo os efeitos tóxicos (ORTHOLAND; GANESAN, 2004). A citotoxicidade dos 

compostos TAP e TP em HL-60, MCF-7 e NCI-H292 não mudou significativamente, 

sendo ambos os grupos de compostos altamente potentes. No entanto, para a linhagem 

celular HepG2, alguns compostos apresentaram citotoxicidade, sendo TAP-07 e TP-07 

compostos mais potentes. Vale ressaltar que o câncer de fígado é a segunda causa mais 

comum de morte por câncer em todo o mundo (SIEGEL et al., 2016). Derivados de 

piridil 1,3-tiazole foram descritos para apresentar citotoxicidade para câncer de cólon 

HT29 e células de leucemia Jurkat com valores de IC50 de 25,22 e 16,2 μM, 

respectivamente (dos Santos et al., 2016). Além disso, os derivados de piridil-1,3-tiazol 

induziram a produção de TNF em macrófagos (DOS SANTOS et al., 2016).  
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 O maior desafio na descoberta de drogas no combate ao câncer passa por este 

dilema de desenvolver uma molécula potencialmente tóxica às células tumorais e inerte 

às normais (ANAZETTI et al., 2003). Embora sejam potentes citotóxicas para células 

tumorais, alguns dos compostos TAP e TP também foram citotóxicos para células não 

tumorais (PBMC) com baixo índice seletivo resultante. Por outro lado, TAP-07 e TP-07 

não foram citotóxicos para células não tumorais (PBMC) nas concentrações testadas e 

apresentaram uma citotoxicidade potente ao crescimento das células tumorais. Desta 

maneira o estudo do potencial citotóxico de uma substância, é de fundamental 

importância à utilização de células normais, tais como os linfócitos, para avaliar a 

seletividade do fármaco teste para células normais ou tumorais (ZUCO et al., 2002; 

ANAZETTI et al., 2003). O método da citotoxicidade eritrocitária é um ótimo indicador 

para averiguar agressão in vitro, por causa da estabilidade mecânica característica da 

membrana da hemácia (SHARMA; SHARMA, 2001). As EC50 da TAP 07 e TP 07 

mostraram-se acima de 250µg/mL indicando que não houve hemólise. De acordo com 

(COSTA et al, 2014) as moléculas que não causam lise das hemácias humanas sugerem 

que o mecanismo de ação citotóxico dos compostos não é devido a um dano direto 

sobre a membrana plasmática da célula, podendo ser relacionando-se a um mecanismo 

de morte mais específico, como por exemplo, uma possível interferência com os 

mecanismos intracelulares.  

 Devido à citototicidade seletiva em relação às células cancerosas, TAP-07 e TP-

07 foram selecionados para mais experimentos em duas linhagens celulares, HepG2 e 

HL-60. O tratamento com TAP-07 e TP-07 indicou redução do número de células, 

alterações nas características morfológicas das células e aumento da fragmentação do 

DNA internucleosomal. Estes efeitos foram observados tanto para as células HL-60 

como as células HepG2, sendo HL-60 mais sensível a ambos os compostos que as 

células HepG2. 

 A apoptose é caracterizada pela externalização da fosfatidilserina, vazamento 

do citocromo c da mitocôndria e ativação de caspases que inicialmente leva a 

condensação nuclear e citoplasmática e, finalmente, a ruptura da célula em vários 

fragmentos bem conservados (KERR et al., 1972); (LEIST e JÄÄTTELÄ, 2001). Foi 

observado um aumento nas células apoptóticas de HepG2 caracterizadas pela 

externalização da fosfatidilserina. No entanto, o número de células apoptóticas HL60 
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não aumentou após 24h. Os compostos de piridil-tiazóis induziram a morte celular por 

apoptose em células HT-29 após 72h de tratamento, enquanto que para a linhagem 

celular Jurkat foi observado um elevado nível de células marcadas com iodeto de 

propídio (necrosis) (DOS SANTOS et al., 2016). Até agora, o TAP-07 foi mais potente 

do que a avaliação citotóxica in vitro TP-07. TAP-07 difere de TP-07 apenas pelo metil 

em C6. Para a atividade tripanocida, foram importantes algumas características da 

estrutura, como o presente de um grupo metil em C6, o anel de piridina e o anel de 

tiazol (CARDOSO et al., 2014).  

 TAP-07 e TP-07 também foram testados em um modelo de xenográfico de 

carcinoma hepatocelular. Os tumores de animais tratados com TAP-07 e TP-07 foram 

reduzidos. Além disso, a área de necrose nos tumores foi maior quando os animais 

foram tratados com TAP-07 em comparação com outros grupos. A avaliação do tumor 

in vivo confirma a atividade in vitro de compostos de piridil-tiazol. 

 A perda de peso é um sinal significativo de toxicidade em animais sob 

tratamento com quimioterapia contra o câncer. O ganho de peso corporal e a pesagem 

de órgãos de animais tratados com TAP-07 e TP-07 não foram diferentes do controle 

negativo, sugerindo a ausência de toxicidade grave. As enzimas hepáticas foram 

reduzidas após o tratamento com TAP-07 e TP-07. No entanto, um aumento nas 

enzimas sugerem lesão ao fígado, em vez da redução encontrada (Giannini et al., 2005).  

 Além disso, bilirrubina, albumina e colesterol estavam em níveis normais. A 

redução da atividade enzimática do fígado pode estar relacionada à presença de 

farmacóforos com função inibitória enzimática conhecida. As moléculas que 

apresentam uma piridina-tiosemicarbazonas ou a sua ciclização em tiazóis como 

farmacóforos são descritas como inibidores enzimáticos. A triapina, um composto de 

piridina-tiosemicarbazona com propriedades anticancerígenas, apresenta atividade 

inibidora de ribonucleótido redutase (NIU et al., 1995). Alguns derivados de hidrazina-

tiazole apresentaram inibição de dihidroorotate desidrogenase humana com atividade 

anti-artrítica in vivo e inibição mitocondrial de monoamina oxidase de fígado de rato (LI 

et al., 2015); (RACITI et al., 1995).  

 Os parâmetros bioquímicos do rim, pulmão e coração estavam no intervalo 

normal. A análise histopatológica de órgãos não mostrou lesão permanente após o 

tratamento com derivados de pildril 1,3-tiazol. Algumas características histopatológicas 

deste estudo (degeneração hidrópica, congestionamento vascular e áreas focais de 
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inflamação) são respostas celulares agudas ao estímulo não relacionado ao tratamento e 

as células lesadas podem retornar a um estado homeostático quando a agressão termina. 

Os leucócitos totais não foram reduzidos após o tratamento com TAP-07 quando 

comparados com animais sem tumor. A leucocitose é freqüentemente encontrada em 

pacientes com tumor sólido e, em alguns casos, está associada a pior prognóstico 

(SCHERNBERG et al., 2017); (MABUCHI et al., 2011). O tratamento com TAP-07 

trouxe de volta ao intervalo normal o número de leucócitos, que foram aumentados pela 

presença do tumor (grupo tratado com DMSO). Na verdade, nenhum dos sintomas de 

toxicidade foi percebido em animais tratados com TAP-07 por 21 dias consecutivos.  

 O desenvolvimento de novos fármacos sem efeito secundário é um grande 

desafio. Aqui, apresentamos dois novos compostos com atividade anti-câncer de fígado 

e baixa toxicidade. Em conclusão, o TAP-07 e o TP-07 apresentaram efeitos tumorais 

anti-hepáticos in vitro e in vivo sem sinais importantes de toxicidade, sendo o TAP-07 

que difere do TP-07 apenas pelo metil em C6, mais potente como composto 

antitumoral. 
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7. CONCLUSÕES 

 Dentre todos os resultados obtidos neste estudo, podemos evidenciar que as 

moléculas obtidas a partir da série das TAP, TP, TS e TZ, as:  TAP- 07, TP -07 foram as 

que melhor apresentaram melhor atividade anticâncer, devido capacidade de produzir 

baixa toxicidade quando expostas a células mononucleares do sangue periférico humano 

de doadores saudáveis (Linfócitos) indicando segurança nas concentrações testadas. 

Adicionalmente os compostos não foram capazes de causar hemólise em células do 

sangue periférico humano (hemácias). Além da série de moléculas TZ não apresentarem 

hemólise, elas também não mostraram considerável ação citotóxica. Os tumores sólidos 

da linhagem HepG2 em animais tratados com TAP-07 e TP-07 foram reduzidos. O 

ganho de peso corporal e a pesagem de órgãos dos animais tratados, com TAP-07 e TP-

07, assim como as dosagens bioquimicas e hematologicas não sugerem toxicidade 

grave. Esses resultados ressaltam as propriedades antitumorais das séries 

tiossemicarbazonas, tiazóis e piridinas evidenciando que eles podem ser considerados 

como protótipos para o desenvolvimento de novos agentes anticâncer. 
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ANEXO A - Protocolo do Comitê de Ética em Animais 
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  ANEXO B - Protoloco do Comitê de Ética em Humanos 

 

 PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP  

 

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 
 

Título da Pesquisa: Estudo da atividade citotóxica de compostos sintético e produtos naturais 
em células tumorais e células mononucleadas do sangue periférico   
humano 

Pesquisador:  THIAGO DAVID DOS SANTOS SILVA 

Área Temática: 

Versão:  1 

CAAE: 42941015.6.0000.5208 

Instituição Proponente: CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

Patrocinador Principal:  Financiamento Próprio 

 

DADOS DO PARECER 
 

Número do Parecer: 1.020.660 

Data da Relatoria: 01/04/2015 

Situação do Parecer: 

Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 

Não 

Considerações Finais a critério do CEP: 

O Protocolo foi avaliado na reunião do CEP e está APROVADO para iniciar a coleta de dados. 

Informamos que a APROVAÇÃO DEFINITIVA do projeto só será dada após o envio do 

Relatório Final da pesquisa. O pesquisador deverá fazer o download do modelo de Relatório 

Final para enviá-lo via “Notificação”, pela Plataforma Brasil. Siga as instruções do link “Para 

enviar Relatório Final”, disponível no site do CEP/CCS/UFPE. Após apreciação desse relatório, 

o CEP emitirá novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil. 

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme 

delineada neste protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao 

voluntário participante (item V.3., da Resolução CNS/MS Nº 466/1 
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ANEXO C - Artigo Aceito Proveniente da Tese 
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