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RESUMO 

 

O câncer, doença de característica genética, é marcada por um crescimento celular 

desordenado que ocorre após alterações pontuais no DNA em regiões responsáveis 

pelo crescimento e diferenciação da célula. No presente trabalho, foi avaliada a 

citotoxicidade, em células tumorais, de trinta novas moléculas pertencentes a três 

classes de compostos: tiossemicarbazonas, tiazolinonas e tiazóis. A seletividade dos 

compostos mais ativos foi avaliada em células mononucleares do sangue periférico 

(CMSP) e em hemácias, em seguida, foi investigado os possíveis mecanismos de 

ação in vitro e in vivo do composto mais promissor. In vitro foram avaliados o ciclo 

celular, fragmentação do DNA, medida do potencial transmembrânico mitocondrial e 

ensaio da apoptose. In vivo foram realizados o ensaio de toxidade não-clínica aguda 

e atividade antitumoral em animais portadores do carcinoma ascítico de Ehrlich. O 

mecanismo de ação in vivo foi avaliado pelos mesmos métodos in vitro e, também 

foram realizadas análises hematológicas, bioquímicas e histopatológicas. Doze 

moléculas apresentaram-se promissoras na citotoxicidade e todas foram mais 

seletivas para as linhagens tumorais do que para as células normais. O derivado MB 

1.4 foi escolhido para os estudos in vitro em linhagem do tipo K562 e ele foi capaz de 

induzir despolarização mitocondrial, parada de ciclo celular na fase G1, fragmentação 

do DNA e apoptose nas concentrações de 17 e 34 µM. In vivo, o derivado MB 1.4 

apresentou DL50 de aproximadamente 500 mg/kg. Sobre o tumor ascítico de Ehrlich 

ele não reduziu a quantidade de células tumorais, porém reduziu a viabilidade celular, 

induziu apoptose nas doses de 5 e 10 mg/kg e degradação celular na dose de 20 

mg/kg, parada de ciclo celular nas fazes S (5 e 10 mg/kg) e G2/M (20 mg/kg), 

fragmentação do DNA e despolarização mitocondrial. Foram observadas alterações 

histológicas no rim e no fígado dos animais submetidos ao ensaio antitumoral, apesar 

disso, não foram observadas alterações bioquímicas e eritrocitárias. Entretanto, houve 

aumento dos leucócitos totais e redução das plaquetas na dose de 20 mg/kg. O 

derivado MB 1.4 é uma molécula inédita e um candidato a fármaco anticâncer 

promissor. Contudo, estudos mais aprofundados devem ser realizados para elucidar 

melhor seu mecanismo de ação e sua segurança farmacológica. 

 

Palavras chave: Câncer. Tiazóis. Citotoxicidade. Atividade antitumoral. Mecanismo de 

ação. 



 
 

ABSTRACT 

 

Cancer, a disease of genetic trait, is marked by disordered cell growth that occurs after 

point changes in the DNA in regions responsible for cell growth and differentiation. In 

the present work, cytotoxicity was evaluated in tumor cells of thirty new molecules 

belonging to three classes of compounds: thiosemicarbazones, thiazolinones and 

thiazoles. The selectivity of the most active compounds was evaluated in peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) and in red blood cells, and the possible mechanisms 

of in vitro and in vivo action of the most promising compound were investigated. Cell 

cycle, DNA fragmentation, mitochondrial transmembrane potential measurement and 

apoptosis assay were evaluated in vitro.  In vivo, the acute non-clinical toxicity and 

antitumor activity in animals with Ehrlich's ascitic carcinoma were performed. The 

mechanism of action in vivo was evaluated by the same in vitro methods and 

hematological, biochemical and histopathological analyzes were also performed. 

Twelve molecules were promising in cytotoxicity and all were more selective for tumor 

lines than for normal cells. The compound MB 1.4 was chosen for the in vitro studies 

in K562 type strain and was able to induce mitochondrial depolarization, G1 phase cell 

cycle arrest, DNA fragmentation and apoptosis at concentrations of 17 and 34 μM. In 

vivo, MB 1.4 had LD50 of approximately 500 mg / kg. On Ehrlich's ascites tumor, he 

did not reduce the number of tumor cells, but reduced cell viability, induced apoptosis 

at doses of 5 and 10 mg / kg and cell degradation at a dose of 20 mg / kg, cell cycle 

arrest at the S (5 and 10 mg / kg) and G2 / M (20 mg / kg), DNA fragmentation and 

mitochondrial depolarization. Histological changes were observed in the kidney and 

liver of the animals submitted to the antitumor assay; however, no biochemical and 

erythrocytic changes were observed. However, total leukocytes increased and 

platelets reduced at a dose of 20 mg / kg. MB 1.4 derivative is an unpublished molecule 

and a promising anticancer drug candidate. However, further studies should be 

performed to better elucidate its mechanism of action and its pharmacological safety 

 

Key words: Cancer. Thiazole. Cytotoxicity. Antitumor activity. Mechanism of action. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O câncer é considerado uma doença genética que pode acometer todos 

os tipos de tecido do organismo, que resulta de uma alteração patológica na 

informação contida no DNA. O câncer surge a partir de mutações que alteram a 

expressão de genes codificadores de proteínas comprometidas com o controle 

da proliferação e da diferenciação celular ou, ainda, envolvidas nos mecanismos 

de reparo do DNA. Em consequência dessas alterações, as células adquirem 

vantagens proliferativas sobre as suas congêneres normais, formando tumores, 

invadindo tecidos circunvizinhos e podendo propagar-se à distância (KLUG; 

CUMMINGS, 2002; THOMAS, 2003).  

O câncer atualmente é considerado um grande problema de saúde 

pública. No Brasil, a estimativa da incidência de câncer para o ano de 2016 é de 

aproximadamente 596 mil casos. Para o gênero masculino são esperados 

aproximadamente 295.200 casos e entre o gênero feminino 300.800 novos 

casos, incluindo casos de pele não melanoma, tipo mais incidente para ambos 

os sexos (INCA, 2016). 

O tratamento padrão para o câncer, embora não específico, baseia-se na 

cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Frequentemente, a ressecção cirúrgica e 

a radioterapia são técnicas bem sucedidas na erradicação do tumor primário, 

embora um problema comumente encontrado seja a recidiva da doença devido 

a células tumorais residuais e/ou metástases. Por isso, estas estratégias 

terapêuticas são geralmente seguidas pela quimioterapia (WAYTECK et al., 

2014).  

Os agentes farmacológicos utilizados no tratamento do câncer incluem 

uma grande variedade de compostos que atuam de várias formas, interferindo 

nos mecanismos de sobrevivência, proliferação e migração celulares. O 

desenvolvimento de agentes anticâncer com acentuada seletividade para células 

tumorais é essencial, particularmente àqueles que podem vencer a resistência a 

terapias estabelecidas. Diversas classes de moléculas vêm sendo estudadas 

visando a atividade antitumoral. Os derivados tiossemicarbazônicos vêm 

recebendo especial interesse, assim como os compostos derivados de tiazóis. 

Novas agentes anticâncer cujo alvo é a enzima ribonucleotido-resutase (RR) têm 

sido desenhados (RICHARDSON, 2002; KALINOWSKI; RICHARDSON, 2005).  
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Moléculas do tipo tiossemicarbazonas têm sido extensivamente 

estudadas por apresentarem atividade antiparasitária, antibacteriana e 

antitumoral, e dentro desta classe, moléculas como o marboran ou triapina foram 

utilizadas na prática clínica. Seu mecanismo de ação é ainda controverso em 

muitos aspectos, mas já é bem conhecido que derivados heterocíclicos da 

tiossemicarbazonas agem inibindo a ribonucleotideo redutase, enzima 

responsável pela síntese de precursores do DNA e, consequentemente, da 

divisão celular (LI et al., 2009).  

Tiazóis, por sua vez, pertencem a uma classe de compostos 

heterocíclicos que contém átomo de enxofre, molécula importante para os 

organismos vivos. Esta porção heterocíclica está presente em compostos 

naturais e sintéticos e apresentam um amplo espectro de atividades biológicas 

incluindo, antibacteriana (sulfatiazol), anticonvulsivante (riluzol), 

antiparkinsoniano (talipexole), antiviral (ritonavir) e anticâncer (dasatinib) (SHI, 

et al., 2010). Destaca-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 (DE SOUZA et al., 2005; 

ALIABADI et al., 2010; FALLAH-TAFTI et al., 2011; LEFRANC, 2013).  

Nos últimos anos, compostos com atividade anticâncer têm sido 

extensivamente desenhados e testados como boa perspectiva pelos químicos 

medicinais, como a possibilidade de desenvolvimento de novos protótipos 

promissores para o tratamento do câncer. Assim, neste trabalho, novos 

derivados tiossemicarbazônicos, tiazolinônicos e do anel tiazol foram 

desenhados, sintetizados e avaliados com o propósito de se obter substâncias 

menos tóxicas e mais seletivas para o tratamento do câncer. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

o Avaliar a atividade citotóxica em células tumorais de novos derivados 

tiossemicarbazônicos, tiazolinônicos e tiazólicos, bem como investigar 

seus possíveis mecanismos de açãoin vitro e in vivo do composto mais 

promissor.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

o Avaliar a atividade citotóxica in vitro dos novos derivados 

tiossemicarbazônicos, tiazolinônicos e do tiazol em deferentes linhagens 

de células tumorais; 

 

o Determinar a atividade citotóxica dos compostos mais ativos em células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) e hemácias de indivíduos 

saudáveis; 

 

o Selecionar o melhor composto entre as três classes e estudar possíveis 

mecanismos de ação antitumoralin vitro 

 

o Determinar a toxicidade não-clínica aguda in vivo do derivado mais ativo; 

 

o Avaliar a ação antitumoral do derivado mais ativo em carcinoma ascítico 

de Ehrlichin vivo; 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Câncer 

 

Câncer é um termo dado a um conjunto de mais de 100 doenças que têm 

como característica comum o crescimento celular desordenado causado a partir 

de alterações no DNA em regiões responsáveis pelo controle de crescimento da 

célula (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). O câncer é uma doença 

complexa de característica genética que por muito tempo foi considerada um 

processo celular autônomo, decorrente da aquisição de mutações sucessivas 

em oncogenes e genes supressores de tumor que resultam em uma progressiva 

proliferação e resistência a morte celular (KENNY, LEE, BISSELL, 2007; 

OUYANG et al., 2012). 

As células de cancerígenas possuem defeitos nos mecanismos que 

governam a proliferação celular normal. Entre as características do tumor 

maligno estão a resistência a sinais antiproliferativos, evasão do sistema imune, 

proliferação ilimitada, inflamação, autossuficiência de sinais de crescimento, 

reprogramação do metabolismo energético, resistência a morte celular, 

instabilidade genética e mutação, angiogênese e metástase (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

 

Figura 1 - Características das células tumorais. 

 

 

Fonte: Adaptado de (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 
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Atualmente a terapia anticâncer envolve um padrão de estratégias não 

específicas para o seu tratamento. Cirurgia, radioterapia e a quimioterapia são 

as abordagens mais utilizadas. Embora a ressecção cirúrgica e a radioterapia 

sejam, muitas vezes, bem sucedidas na erradicação de tumores primários, um 

problema comumente encontrado é a recidiva da doença devido células tumorais 

residuais e/ou metástases (VANNEMAN; DRANOFF, 2012). 

 

3.2 Epidemiologia 

 

O câncer é o principal problema de saúde pública em muitos países no 

mundo, inclusive nos Estados Unidos (EUA), onde atualmente é a segunda 

principal causa de morte. Em poucos anos, deverá superar as doenças 

cardiovasculares, e para 2015 foi projetada a incidência de 1.658.370 novos 

casos de câncer e um total de 589.430 mortes nos EUA (SIEGEL; MILLER; 

JEMAL, 2015). 

Desde 1995, são elaborados relatórios sobre a estimativa da Incidência 

de Câncer no Brasil. Para o ano de 2016 estima-se que o país deva registrar 

aproximadamente 596 mil casos de câncer. Para os homens são esperados 

aproximadamente 295.200 casos e entre as mulheres 300.800 mil novos casos, 

incluindo os casos de pele não melanoma, que é o tipo mais incidente para 

ambos os sexos, seguido por câncer de mama, cólon e reto, colo de útero, 

pulmão e estômago para o sexo feminino e câncer de próstata, pulmão, colo e 

reto, estômago e de boca para o sexo masculino (Figura 2), o que reforça a 

gravidade do câncer no país (INCA, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

 

Figura 2 - Distribuição dos principais tipos de câncer entre homens e mulheres mais incidentes 
estimados para 2016. 

 

 

Fonte: INCA, 2016. 

 

3.3 História da oncologia 

 

Embora o processo neoplásico seja reconhecido há séculos, pouco se 

sabia sobre os mecanismos biológicos de transformação e progressão tumoral 

até o surgimento da medicina molecular durante a última metade do século XX. 

Até 1950, o tratamento compreendia basicamente a remoção cirúrgica do tumor 

(CHABNER; ROBERTS Jr, 2005). Apesar de ser a terapia individual mais antiga 

no tratamento oncológico, a cirurgia evoluiu nas últimas décadas (WYLD; 

AUDISIO; POSTON, 2015). 

 Em seguida, durante a década de 1960 a radioterapia tornou-se uma 

ferramenta valiosa para o controle local e regional da doença. Entretanto, assim 

como a cirurgia, a terapia com radiação não foi capaz de erradicar o câncer 

metastático. Logo, o tratamento mais eficaz necessitava agir de forma sistêmica 

em todos os órgãos, como a terapêutica por quimioterápicos (CHABNER; 

ROBERTS Jr, 2005). 



26 
 

 

Os primeiros quimioterápicos, como as mostardas nitrogenadas e os 

fármacos antifolatos, começaram a surgir a partir de 1940. Na Figura 3 é possível 

observar a progressão histórica do desenvolvimento dos fármacos 

antineoplásicos até o início do século XXI. 
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Figura 3 - A história da quimioterapia. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de CHABNER; ROBERTS Jr, 2005. 
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Uma estratégia mais recente de combate ao câncer é a imunoterapia, 

também chamada de vacina contra o câncer. Seu principal objetivo é estimular 

o sistema imunológico dos pacientes a destruir células transformadas. A 

imunoterapia é utilizada para desencadear proteção dos pacientes portadores 

de tumor, principalmente por suprimir metástase a longo prazo e recidiva tumoral 

(QIAN; LIU; JIANG, 2018). Atualmente, outra estratégia como a hormônioterapia 

também encontra-se disponível (NAIKI et al., 2012; ABRAHAM; STAFFURTH, 

2016). 

Embora muitos fármacos antitumorais eficazes estejam disponíveis, 

alguns ainda apresentam elevada toxicidade. O câncer também pode 

desenvolver resistência a certos agentes terapêuticos, por esta razão, a 

cancerologia pode ser considerada uma área de grande necessidade ainda não 

atendida (UTKU, 2011). Em geral, as combinações de antineoplásicos provaram 

ser mais eficazes que quando tratados isoladamente, tanto em pacientes com 

metástase quanto em pacientes com alto risco de recaída após o tratamento 

cirúrgico do tumor primário (CHABNER; ROBERTS Jr, 2005). A radiação 

também pode ser realizada em combinação com outras modalidades de 

tratamento como a cirurgia, quimioterapia ou imunoterapia. Quando utilizada em 

combinação com a cirurgia, a radiação pode ser usada como terapia 

neoadjuvante, onde a mesma é usada antes da cirurgia e tem por objetivo a 

redução tumoral ou pode ser usada como terapia adjuvante após a cirurgia com 

a finalidade de destruir possíveis células tumorais residuais que não foram 

removidas cirurgicamente (BASKAR et al., 2012). 

 

3.4 Vias de morte celular 

 

3.4.1 Apoptose 

 

Apoptose, necrose e autofagia são as principais vias de morte celular 

envolvidas no câncer e podem ser distintas por suas diferenças morfológicas e 

moleculares (KEEP et al., 2011; OUYANG et al., 2012). Estas diferenças estão 

descritas na Figura 4. 
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Figura 4 - Características moleculares da autofagia, necrose e apoptose. 

 

 

Fonte: Adaptado de (KEPP et al., 2011). 
* LC3 – Também conhecido como MAP1LC3 (Proteínas 1 Associadas a Microtúbulos de 

Cadeia Leve 3) 
*SQSTM1 – Sequestossoma 1 
* MMP – Permeabilização da membrana mitocondrial 
* PML – Permeabilização da membrana lisossomal 
* PS – Fosfatidil serina 
* EROS – Espécies reativas de oxigênio 

 

O termo apoptose foi descrito pela primeira vez por Kerr et al.(1972) 

(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). É caracterizada como processo de morte 

celular programada onde ocorrem uma sequência de eventos moleculares bem 

compreendidos e controlados. São observadas alterações na morfologia nuclear 

como a condensação e fragmentação nuclear, clivagem do DNA cromossômico 

em internucleossômico, formação de bleb´s de membrana e de corpos 

apoptóticos. Estes são reconhecidos e removidos por células fagocíticas e 

apresentam como característica marcante, a ausência de inflamação ao redor 

das células mortas (EDINGER; THOMPSON, 2004;HANAHAN; WEINBERG, 
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2011, HASSAN et al., 2014,KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; OUYANG et al., 

2012). 

A apoptose desempenha um importante papel na homeostase célula, 

tecidual e no controle do crescimento celular (VERBRUGGE; JOHNSTONE; 

SMYTH, 2010). Quando perturbado, o balanço entre a vida e a morte das células 

pode desencadear diversas patologias, como o câncer (KOFF; 

RAMACHANDIRAN; BERNAL-MIZRACHI, 2015) 

Existem duas vias sinalizadoras de apoptose (Figura 5), a via extrínseca 

que utiliza a via de receptor de morte, e a via intrínseca ou via mitocondrial 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011; VERBRUGGE; JOHNSTONE; SMYTH, 2010). 

 

Figura 5 - Duas principais vias de morte celular por apoptose em células de mamíferos. 
 

 

Fonte: Adaptado de HENGARTNER, 2000. 

 

A via extrínseca é ativada pelo ligante extracelular Fas-L ao seu receptor 

de membrana Fas. O complexo Fas/Fas-L ativa a caspase 8, protease 

normalmente latente, e desencadeia uma cascata de proteólise envolvendo 

caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) responsáveis pela execução da 
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apoptosepor clivagem de proteínas celulares essenciais (HANAHAN: 

WEINBERG, 2011; VERBRUGGE; JOHNSTONE; SMYTH, 2010).  

Diversos estímulos podem desencadear a via intrínseca da apoptose 

independente dos receptores de morte, como a ação por fármacos anticâncer, 

toxinas e radiação que causam alterações nas propriedades e funções da 

membrana mitocondrial (HUANG; FRETER, 2015). 

A apoptose pela via intrínseca é desencadeada por estresses 

intracelulares que induzem a permeabilização da membrana mitocondrial 

externa e consequente liberação de proteínas pró-apoptóticas do espaço 

intermembranar da mitocôndria, marcadamente o citocromo c, para o citosol. O 

citocromo c tem importante papel na cadeia transportadora de elétrons. Quando 

liberado pela mitocôndria, o citocromo c adota um papel letal que é essencial 

para a ativação de caspases (LOPES; TAIT 2015; TAIT et al., 2010). 

No citosol, o citocromo c interagem com proteínas apoptóticas ativando o 

fator de ativação de protease apoptótica (Apaf-1) e procaspase-9, para formar o 

complexo de ativação de caspases, o apoptossomo (HENGARTNER, 2000; 

HUANG; FRETER, 2015). Este tem a função de ativar a caspase-9 e 

consequente ativação de caspases 3 e 7, para assim induzir a apoptose. 

Proteínas como SMAC/Diablo e Omi/HtrA2 também podem ser liberadas pela 

mitocôndria através da permeabilização da membrana mitocondrial externa e 

ativar caspases, por inibir a ação da proteína inibidora de apoptose (XIAP) 

(LOPES; TAIT 2015; TAIT et al., 2010). 

As células em apoptose externalizam resíduos de fosfatidilserina, 

normalmente encontrados na face interna da membrana, fornecendo sinalização 

para os macrófagos para que possam ser reconhecidas e eliminadas (HASSAN 

et al., 2014; MAHONEY; RENNERT; FREEMAN, 2015). 

A evasão da apoptose pode contribuir para o desenvolvimento, 

progressão e resistência do tumor ao tratamento. A maioria das terapias 

anticâncer disponíveis,incluindo quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, 

atuam principalmente por ativar vias de morte celular, ou seja, apoptose em 

células tumorais. Assim, uma melhor compreensão dos mecanismos 

moleculares subjacentes a resistência dos tumores à morte celular por apoptose 

é esperada para fornecer a base de uma abordagem racional no 

desenvolvimento de terapias molecular específicas (MOHAMMAD et al., 2015). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahoney%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26228759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rennert%20PD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26228759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Freeman%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26228759
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3.4.2 Autofagia 

 

Mecanismos alternativos de morte celular têm sido descritos. Um 

importante processo de morte celular associado a apoptose é chamado de 

autofagia (FUCHS; STELLER, 2015). No entanto, a autofagia é um processo 

mais lento que a apoptose (LOCKSHIN; ZAKERI, 2007).  

Autofagia ou macroautofagia é um processo no qual as células digerem e 

reciclam seus próprios constituintes (Figura 6). Palavra derivada do Grego que 

significa “comendo a si mesmo”, a autofagia compreende um processo 

conservado evolutivamente desde as leveduras aos mamíferos (NAGELKERKE 

et al., 2015). Em níveis basais, a autofagia assegura a homeostase celular por 

prevenir o acumulo de resíduos e por remover organelas danificadas e velhas. 

Inicia-se com a formação de vesículas de dupla membrana, autofagossomos, 

que sequestram proteínas e organelas. A degradação do conteúdo dos 

autofagossomos ocorre quando há a fusão com os lisossomos. O ambiente ácido 

e a presença de enzimas hidrolíticas neste compartimento desintegram os 

componentes e retornam os seus constituintes (GOZUACIK; KIMCHI, 2004; 

NAGELKERKE et al., 2015). 

 

Figura 6 - Mecanismos envolvidos na formação de vesículas autofágicas 

 

 

Adaptado de GOZUACIK; KIMCHI, 2004. 

 

Além de atuar na homeostasia celular, a autofagia ou a falta dela, pode 

contribuir para o desenvolvimento e aumento de diversas condições patológicas, 

incluindo o câncer (NAGELKERKE et al., 2015). 
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Várias proteínas e vias relacionadas à sinalização autofágica são 

desreguladas durante o processo de transformação maligna o que resulta na 

redução do processo autofágico e consequente desenvolvimento do câncer. 

Além desta relação, células malignas podem entrar em autofagia quando sofrem 

ação de alguns quimioterápicos (GOZUACIK; KIMCHI, 2004). O benefício 

terapêutico, reconhecido como um importante mecanismo de sobrevivência 

celular no câncer, pode ser realizado de duas maneiras: por inibição, onde a 

função citoprotetora da autofagia é eliminada, induzindo formas não autofágicas 

de morte celular; por estimulação, na qual a degradação autofágica excessiva 

do conteúdo citoplasmático estimula a morte celular autofágica. Ambas as 

estratégias podem ser combinadas com os tratamentos convencionais do câncer 

para melhorar a eficácia terapêutica (NAGELKERKE et al., 2015).  

 

3.4.3 Necrose 

 

Outro importante mecanismo de morte celular é a necrose. Durante muito 

tempo, este mecanismo de morte esteve associado a danos acidentais ou 

injúrias que encaminhavam a célula a uma morte prematura. Atualmente é 

considerada um processo de morte celular controlada geneticamente (DE 

ALMAGRO; VUCIC, 2015). 

Neste processo de morte celular, a destruição do tecido é irreversível e 

ocorre após alterações na função bioenergética da célula ou por elevados níveis 

de cálcio citosólico e espécies reativas de oxigênio (EROs) (BAUMANN, 2012). 

A necrose é caracterizada pelo inchaço de organelas e células (oncose), 

além do rompimento da membrana plasmática e extravasamento de conteúdos 

intracelulares (VANDEN BERGHE et al., 2014). Estudos recentes têm 

demonstrado que este mecanismo de morte celular é composto por diferentes 

subtipos que podem ser claramente definidos (DE ALMAGRO; VUCIC, 2015). 

Os subtipos já identificados são: necroptose, ETose, NETose, partanatos, 

oxitose, pironecrose, ferroptose e piroptose. Todos estes processos são 

caracterizados por apresentarem peculiaridades no processo de morte celular e 

considerados como um processo regulado de morte celular por necrose 

(VANDEN BERGHE et al., 2014). 
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A necroptose (Figura 7) não é uma via de morte padrão, mas um processo 

altamente regulado e bem compreendido a nível molecular (DE ALMAGRO; 

VUCIC, 2015; VANDEN BERGHE et al., 2014. Pode ser também considerado 

um mecanismo de back-up para as células que são destinadas a morte quando 

a via apoptótica estiver comprometida (DE ALMAGRO; VUCIC, 2015). A 

necroptose ocorre após a ativação de proteína que interage com o receptor 1 

(RIP1, também conhecido como RIPK1) em resposta a ligação do fator de 

necrose tumoral (TNFR) e a formação do complexo RIP1-RIP3 (necrossomo) 

(PAPATRIANTAFYLLOU, 2012). 
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Figura 7 - Morte celular por necroptose 

 

Regulação da necroptose induzida por TNF pelas proteases HtrA2/Omi e UCH-L1. Após a 
ligação ao ligando, a sinalização necrótica por TNF-R1 desencadeia a montagem de RIPK1, 
RIPK3 e MLKL e formação de necrosome. Por mecanismos ainda desconhecidos, a sinalização 
necrótica induz a ativação de HtrA2 / Omi dentro das mitocôndrias. O HtrA2 / Omi ativado 
enxerga os substratos intramitochondriais não identificados que causam a monobibitinação 
indireta (U) e a ativação da UCH-L1 citosólica, resultando em morte celular necroptotica. Isso 
pode ser prevenido por inibição farmacológica ou ablação genética de HTRA2 / Omi, ou inibição 
ou downregulation de UCHL1. "P" indica fosforilação. Adaptado de CHICO; SAGGAU; ADAM, 
2017. 

 

3.5 Tiossemicarbazonas 

 

Tiossemicarbazonas são compostos que podem ser sintetizados a partir 

da condensação de uma cetona ou um aldeído com uma tiossemicarbazida 

(Figura 8) (ANDERSON; DUCA; SCUDI, 1951; GINGRAS; SOMORJAI; 
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BAYLEY, 1961). Seus derivados possuem diversas atividades biológicas já 

descritas na literatura. 

 

Figura 8 - Esquema dos derivados tiossemicarbazônicos 

 

Fonte: Barbosa, 2014. 

 

Estudos recentes têm demonstrado a atividade de novos derivados aril-

tiossemicarbazonas e fenoximetil-tiossemicarbazonas sobre larvas em estágio 

L4 de Aedes aegypti, vetor responsável por transmitir doenças como a dengue 

e a febre amarela (DA SILVA et al., 2015). 

As tiossemicarbazonas têm sido classificadas como detentoras de 

atividade anti-Tripanossoma cruzi. Espíndola et al. (2015) sintetizaram 32 novos 

derivados aril-tiossemicarbazonas e observaram que os derivados1-(4-

bromofenil)-2-(3-cloro-4-fluorofenoxi)etan-1-ona tiossemicarbazona e 1-(4-

bromofenil)-2-(3,4-diclorofenoxi)etan-1-onatiossemicarbazona apresentaram 

elevada redução da carga parasitária por inibir a cruzaína (enzima chave para a 

replicação intracelular do parasito). 

Moreira et al. (2014) avaliaram a atividade de 24 novos derivados aril-

tiossemicarbazônicos contra T. cruzi. Os melhores compostos contra T. cruzi, N-

(4-(((3-(tiossemicarbazida)butan-2-ilideno)oxi)fenil) acetamida e 2-(3-([1,10-

bifenil]-2-iloxi)butan-2-ilideno) tiossemicarbazida, foram capazes de inibir a 

proliferação das formas epimastigotas e demosntraram toxicidade contra 

tripomastigotas, entretanto não afetaram a viabilidade de  esplenócitos. Estes 

compostos foram capazes de inibir a ação da cruzaína, mas induziram a morte 

de T. cruzi por induzir a morte por apoptose.  

Dez novos derivados do 3,4-metilenodioxida-6-X-benzaldeído-

tiossemicarbazona tiveram sua atividade testada contra Leishmania 
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amazonensis. Os compostos que apresentaram os substituintes 6-I e 6-CN 

mostraram significativa atividade leishmanicida e índice de seletividade mais 

elevada que a pentamidina, fármaco padrão. Estes resultados sugerem que 

estes compostos podem ser usados como protótipos promissores para o 

desenvolvimento de fármacos contra leishmaniose (DE MELOS et al., 2015). 

Altıntop et al. (2016) sintetizaram dez novos derivados 

tiossemicarbazônicos que tiveram atividade antifúngica e citotóxica testadas. 

Dois compostos (4-(naftalen-1-il)-1-(2,3-difluorobenzilideno)tiossemicarbazida e 

4-(naftalen-1-il)-1-(2,5-difluorobenzilideno)tiossemicarbazida foram os melhores 

compostos com atividade anticândida. Além desta atividade, não foram 

observadas potencial genotóxico ou mutagênico para estas substâncias. O 

derivado (4-(naftalen-1-il)-1-(2,4-difluorobenzilideno)tiossemicarbazida se 

apresentou como o agente anticâncer mais promissor quando testado contra 

linhagem celular de adenocarcinoma de pulmão (A549) e potencial não tóxico 

contra linhagem celular de fibroblastos de camundongos (NHI/3T3). Entretanto, 

para melhor compreensão desses resultados, os mecanismos de ação destes 

compostos devem ser melhor investigados. 

Como detentores de atividade antiproliferativa, uma das vias de atuação 

dos derivados tiossemicarbazônicos pode ser a interação com DNA/proteínas, 

sobre a atividade de nucleases e inibição da topoisomerase I, mesmo em baixas 

concentrações (VIKNESWARAN et al., 2016). 

Estudos realizados utilizando complexos metálicos associados a 

tiossemicarbazonas apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias 

gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e gram-

negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), além de apresentarem 

atividade contra espécies de fungos como Candida albicans e Aspergillus niger 

(NETALKAR; NETALKAR; REVANKAR, 2015). Estudos recentes têm 

demonstrado a ação de derivados isatina-β-tiossemicarbazona frente a bactérias 

gram-positivas, especialmente para linhagens de Staphylococcus 

aureusresistentes a meticilina e a Enterococcus resistentes à vancomicina, no 

entanto, não foram capazes de inibir o crescimento de bactérias gram-negativas 

(ZHANG et al., 2015). 
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Estudos in vivo também demonstraram a atividade de iodetos aromáticos 

de tiossemicarbazonas com atividade contra o Plasmodium falciparum, parasita 

responsável por transmitir a malária (DUAN; ZHANG, 2011). 

 

3.6 Tiazóis 

 

O tiazol é um composto orgânico, heterocíclico, que possui estrutura em 

anel com cinco membros, contendo três carbonos, um enxofre e um átomo de 

nitrogênio e fórmula molecular C3H3NS (Figura 9) (KASHYAP et al., 2012; 

SIDDIQUI et al., 2011).  

O anel tiazólico está presente em diversos produtos naturais e sintéticos 

e podem apresentar diversas atividades biológicas que estão diretamente 

relacionadas a modificações em várias posições do anel (SIDDIQUI et al., 2011). 

O tiazol é utilizado como intermediário para fabricação de fármacos 

sintéticos, fungicidas e corantes. É também encontrado naturalmente na 

vitamina B1 (tiamina) (KASHYAP et al., 2012; SIDDIQUI et al., 2009). 

 
Figura 9 - Estrutura do núcleo tiazol. 

 

 

 

Em um estudo realizado por Gomha, Ahmed, Abdelhamid (2015) foram 

sintetizados doze novos compostos derivados do tiazol e avaliados quanto a sua 

atividade antitumoral. Os compostos foram avaliados contra as linhagens 

tumorais de carcinoma de mama humano (MCF-7) e carcinoma hepatocelular 

humano (HepG2). O composto 4-Metill-2-(2-(1-(5-metil-1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-

il)etileno)hidrazinil)-5-(fenildiazenil)-tiazolapresentou a melhor atividade 

antiproliferativa (IC50=1,19 e 3,4 µM, respectivamente). 

Uma série de derivados arilideno-hidrazinil-tiazol foram sintetizados e 

tiveram sua citotoxidade in vitro avaliada em duas linhagens de carcinoma 
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humano (MDA-MB231 e HeLa). O derivado 2-(2-benzilideno-hidrazinil)-4-

metiltiazol exibiu atividade antiproliferativa significativa para a linhagem MDA-

MB-231 (IC50 = 3,92 µg/mL) (GROZAV et al., 2014). 

Turan-Zitouni et al.(2016) sintetizaram 10 novos derivados bis-tiazóis e 

testaram sua atividade antiproliferativa contra linhagens de adenocarcinoma de 

pulmão humano (A549), glioma de rato (C6), fibroblasto embrionário de rato com 

transformação do oncogenes H-ras (5RP7) e fibroblasto embrionário de 

camundongo (NHI/3T3) pelo método do MTT. O composto 3,30-dimetoxi-

N4,N40-bis(4-(4-bromofenil)tiazol-2-il)-[1,10-bifenil]-4,40-diamina foi identificado 

como o agente anticâncer mais promissor por inibir notavelmente células de 

A549 e C6 e apresentar baixa toxidade na linhagem NHI/3T3. Além disso,ele foi 

capaz de inibir a síntese de DNA em células A549 pelo método BrdU. 

Derivados amino tiazóis apresentaram atividade antineoplásica por inibir 

a ação da tirosina quinase e induzir a morte celular por apoptose em mastócitos 

humanos com mutação em D816V KIT, que confere característica de células 

com resistência a inibidores tirosina quinase (JIN et al., 2014). 

Abdellatif et al. (2015) testaram a atividade antimicrobiana de uma série 

de novos dialquilaminoalquil-o-cresóis incorporados com núcleos de purina, 

benzotiazóis ou tiazóis. Neste estudo foi possível observar que os compostos 

que continham o núcleo tiazol em sua estrutura apresentaram melhor atividade 

antimicrobiana. A substância 4-(2-amino-4-p-tol-il-tiazol-5-ilazo)-2-

dimetilaminometilfenol apresentou a melhor atividade antimicrobiana contra 

Escherichia coli, Bacillus subtilis, S. aureus,S. aureus Meticilina Resistente 

(MRSA) e Candida albicans com MIC de 200, 12,5, 12,5, 12,5, 12,5 µM, 

respectivamente. 

Uma série de 1,3,4-tiadiazóis incorporados com o radical 1,3 tiazol foi 

sintetizada e avaliada quanto a sua atividade antimicrobiana. Foram utilizadas 

quatro espécies de fungos Aspergillus flavus, Syncephalastrum racemosum, 

Geotricum candidum, e Candida albicans, duas bactérias Gram-positivas 

Streptococcus pyogenes e Bacillus subtilis e duas bactérias Gram-negativas 

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.  

Os compostos 5-[(5-fenilazo-tiazol-4-ona-2-idileno)hidrazono]acetil-2-

benzoilimino-3-fenil-1,3,4 tiadiazol, 5-[(3-amino-4-metil-5-(4-clorofenilazo)-tiazol-

2-idileno)hydrazono]acetil-2-benzoilimino-3-fenil-1,3,4-tiadiazol e 5-[(3-(2-
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benzoilimino-3-fenil-1,3,4-tiadiazol-5-idileno)acetil)amino-4-oxi-5-(4 

metilfenilazo)-tiazol-2-idileno)hidrazono]acetil-2-benzoilimino-3-fenil-1,3,4-

tiadiazol apresentaram atividade antimicrobiana superior aos fármacos de 

referência testados em relação a alguns micro-organismos. Este aumento da 

atividade se deve provavelmente a incorporação do anel tiazólico à estrutura 

(FARGHALY et al., 2015). 

Uma extensa revisão de literatura realizada por Mishra, Kumari e Tiwari 

(2015) relatou a atividade de derivados do tiazol sobre o sistema nervoso central 

em diversos alvos tais como receptores da adenosina, dopamina, 5-HT 

(serotonina), glutamato, óxido nítrico sintase do tipo neuronal (nNOS), ácido γ 

aminobutírico (GABA), acetilcolina, opiáceos, bem como receptor canabinoide. 

Também foram relatadas atividade como agentes Anti-Alzheimer, 

neuroprotetores e anticonvulsivantes. 

Estudos in vivo e in vitro também têm demonstrado derivados do tiazol 

como moléculas anti-inflamatórias com capacidade de inibir a ação da 

cicloxigenase (COX) (El-Achkar et al., 2015). 

Estudos recentes demonstraram a atividade anti-Trypanosoma cruzi de 

novos derivados 2-(piridin-2-il)-1,3-tiazol obtidos a partir do 2-

piridinatiossemicarbazona. Os novos análogos apresentaram melhor atividade 

tripanossomicida que as tiossemicarbazonas de origem. A maioria dos 

compostos são inibidores da cruzaína e apresentaram inibição sobre a forma 

tripomastigota do parasito. Os compostos (2-(2-(Piridin-2-ilmetileno)hidrazinil)-4-

(2,4-diclorofenil)-1,3-tiazol e (2-(2-(Piridin-2-ilmetileno)hidrazinil)-4-(3,4-

diclorofenil)-1,3-thiazol se apresentaram como os tiazóis mais promissores com 

valor de IC50=1.2µM para cada composto. Este estudo demonstrou que esta 

série de tiazolil hidrazonas pode levar ao desenvolvimento de novas drogas para 

o tratamento da doença de Chagas (CARDOSO et al., 2014). 

 

3.7 Tiazolinonas 

 

Tiazolinonas são compostos bioisósteros do tiazol e também são 

conhecidos por algumas atividades biológicas importantes. 

Chen et al. (2007) descobriram que derivados de quinolinil-metileno-

tiazolinona são potentes inibidores seletivos de CDK1 (quinase dependente de 
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ciclina), moléculas que atuam no controle e na progressão do ciclo celular. 

Dentre os compostos que apresentaram atividade sobre CDK1, os quatro 

melhores tiveram sua atividade antiproliferativa testada em linhagens de câncer 

de cólon (HCT 116, SW480, RKO), pulmão (H460a), mama (MDA435) e 

osteosarcoma (SJSA1). Os compostos apresentaram atividade antiproliferativa 

contra todas as linhagens testadas e suas IC50 variaram entre 1-7 µM, 

destacando-se, assim, como compostos com excelente atividade 

antiproliferativa. 

Leite et al. (2006) sintetizaram novos derivados 4-tiazolinônicos 

associados a derivados peptídicos. Foram testados seis compostos contra a 

linhagem de Sarcoma-180 em camundongos. Ao tratar os animais diariamente 

durante oito dias com uma dose de 250 mg/kg foi possível observar que a 

redução do tumor variou de 58-80%. Destacaram-se os produtos que continham 

resíduos de fenilalanina (80% de inibição) e o que continha resíduos de prolina 

(78% de inibição). 

Estudos realizados demonstraram que derivados 4-tiazolinônicos 

apresentaram atividade antimicrobiana por inibir a MurB (enzima que atua na 

síntese de peptideoglicano). Esta atividade provavelmente ocorreu devido aos 

novos derivados atuarem mimetizando moléculas de difosfato (ANDRES et al., 

2000). 

Derivados do 5-benzilideno-2-fenil-tiazolinona apresentaram atividade 

anti-inflamatória por inibir a 5-lipoxigenase (5-LO). O composto  (Z)-5-(4-

metoxibenzilideno)- 2-(naftalen-2-il)-5H-tiazol-4-onaapresentou-se como um 

potente inibidor direto da 5-LO e não citotóxico com IC50 de 0,08 µM e 0,12 µM 

para ensaio livre de células e células intactas, respectivamente. A caracterização 

desta atividade inibidora da 5-LO e da ausência da citotoxicidade foi atribuída à 

presença da porção tiazolinona na estrutura da molécula (BARZEN et al., 2012). 

Ao avaliar novos derivados de 4-tiazolinonas contra Trypanosoma cruzi, 

Moreira et al (2012) identificou o composto 2-(1-fenoxipropan-2-

ilidene)hidrazona-3-fenil-5-isopropiltiazolidin-4-ona (18) com alta eficiência 

tripanossomicida. Esta substância foi capaz de inibir a proliferação das formas 

epimastigotas e a morte das formas tripomastigotas, mas não foi capaz de 

causar toxidade em esplenócitos de camundongos. Assim, concluíram que esta 
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classe de compostos heterocíclicos pode ser utilizados como protótipos para o 

desenvolvimento de novos agentes antichagásicos  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção dos derivados 

 

Os derivados pertencentes as classes de tiazóis, tiazolinonas e 

tiossemicarbazonas foram fornecidos pelo Laboratório de Planejamento em 

Química Medicinal (LpQM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), 

coordenado pela Profa. Dra. Ana Cristina Lima Leite. 

Um total de 30 moléculas foram fornecidas, sendo três 

tiossemicarbazonas. A Figura 10 apresenta o esquema dos derivados 

tiossemicarbazônicos e seus radicais são apresentados na Tabela 1.  

As amostras foram codificadas por (E)-2-(4-

(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotioamida (MB 01), (E)-N-metil-2-(4-

(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotioamida (MB 02) e (E)-N-fenil-2-(4-

(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotioamida (MB 03). 

 

Figura 10 - Esquema de obtenção dos derivados tiossemicarbazônicos 

 

[a] 4’-trifluormetil benzaldeído, tiossemicarbazida equivalente, etanol, ácido correspondente , 
refluxo e temperatura 100º C, por até 48 horas. 

 

Fonte: Barbosa, 2014. 

 

Tabela 1 - Derivados tiassemicarbazônicos e seus respectivos radicais de substituição. 

 

  Composto R1 

MB 01 H 

MB 02 CH3 

MB 03 Ph 

 

Um total de 19 derivados tiazólicos foram fornecidos. A Figura 11 apresenta 

esquema dos derivados do tiazol e suas identificações e radicais são 

apresentados na Tabela 2. 
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Figura 11 - Esquema dos derivados aril-1,3-tiazóis. 

 

 

Fonte: Barbosa, 2014. 

 

Tabela 2 - Derivados tiazóis e seus respectivos radicais de substituição. 

 

Composto R1 R2 R3 

MB 1.1 H Ph-Ph H 

MB 1.2 H Ph-4’-NO2 H 

MB 1.3 H Ph-3’-NO2 H 

MB 1.4 H Ph-2’,4’-diCl H 

MB 1.5 H Ph-4’-MeO H 

MB 1.6 H Ph-4’-Cl H 

MB 1.7 H Ph-4’-Br H 

MB 1.8 H Ph-3’,4’-diCl H 

MB 1.9 H Ph-Ph CH3 

MB 1.10 H Ph-2’-naftil H 

MB 1.11 H Ph-4’-CH3 H 

MB 1.12 H Ph-4’-F H 

MB 2.1 CH3 Ph-4’-MeO H 

MB 2.2 CH3 Ph-4’-NO2 H 

MB 2.4 CH3 Ph-2’,4’-diCl H 

MB 3.4 Ph Ph-2’,4’-diCl H 

MB 3.5 Ph Ph-4’-MeO H 

MB 3.6 Ph Ph-4’-Cl H 

MB 3.12 Ph Ph-4’-F H 

 

Além dos derivados do tiazol, também foram fornecidos oito derivados 

tiazolinônicos. A Figura 12 apresenta esquema dos derivados tiazolinônicos e 

suas identificações e radicais são apresentados na Tabela 3. 
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Figura 12 - Derivados aril-4-tiazolinonas. 

 

 

Fonte: Barbosa, 2014. 

 

Tabela 3 - Novos derivados tiazolinônicos e seus respectivos radicais. 

 

Composto R1 R2 Composto R1 R2 

MG 1.1 H Fenil MG 2.1 CH3 Fenil 

MG 1.2 H Metil MG 2.4 CH3 Etil 

MG 1.3 H H MG 2.5 CH3 Isopropil 

MG 1.4 H Etil    

MG 1.5 H Isopropil    

 

4.2Avaliação da atividade antiproliferativa in vitro 

 

4.2.1 Linhagens celulares 

 

As linhagens tumorais utilizadas para a avaliação da atividade antitumoral 

foram obtidas da seção de culturas celulares do Banco de Células do Rio de 

Janeiro e mantidas de acordo com o protocolo estabelecido pelo Laboratório de 

Cultura de Células do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco. 

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas de 

doadores saudáveis e serviram como modelo para avaliar a atividade citotóxica 

sobre células humanas normais (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Linhagens celulares utilizadas nos experimentos de citotoxicidade in vitro. 

 

Linhagem 
celular 

Doença Origem Meio de 
cultivo 

Concentração  
(células/mL) 

NCI-H292 
 

Carcinoma 
mucoepidermoide de 

pulmão 

Humana DMEM 105 

HEp-2 Carcinoma epidermoide 
de laringe 

Humana DMEM 105 

HT-29 Adenocarcinoma de 
Colón 

Humana DMEM 105 

HL-60 Leucemia Promielocítica 
Aguda 

 

Humana RPMI 0,3 x106 

K562 Leucemia mieloide 
crônica 

 

Humana RPMI 0,3 x106 

CMSP Células mononucleares 
de sangue periférico 

Humana RPMI 1 x 106 

 

4.2.2 Manutenção das linhagens celulares 

 

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de câmara 

de fluxo laminar vertical (Filterflux) e mantidas em incubadoras de CO2 a 37°C 

com atmosfera de 5% de CO2 (LABOVEN, modelo HF-212 UV). 

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de cultura de células. 

Os meios DMEM e RPMI 1640 suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB), 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina) foram utilizados. O tipo de 

meio utilizado variou de acordo com a linhagem celular utilizada (Tabela 4). A 

repicagem era realizada sempre que o crescimento celular atingia confluência 

necessária (cerca de 90%). Diariamente acompanhava-se o crescimento das 

células em microscópio invertido (LEITZ, modelo Diavert). 

Para a manutenção de células aderidas, retirava-se o meio, lavava-se a 

garrafa 2x com PBS (Phosphate Buffer Solution) estéril e, em seguida, utilizava-

se tripsina + EDTA (0,5%) para que as células se desprendessem da garrafa. 

Parte das células era removida da garrafa e o volume preenchido com meio 

completo. Para a manutenção de células suspensas trocava-se apensas parte 

do meio de cultura. 
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4.2.3 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) 

 

 As células mononucleares (linfócitos e monócitos) foram obtidas a partir 

do sangue periférico de voluntários sadios coletados em tubos tipo Vacutainer 

contendo solução de Heparina (BD Vacutainer®) como anticoagulante. Após a 

coleta, 6mL de sangue foram diluídos em 3mL de PBS e adicionados 

vagarosamente em outro tubo contendo 2mL de Ficoll®-Hypaque (Sigma). Em 

seguida, foi realizada centrifugação a 1.500 rpm por 30 minutos para a 

separação das fases da solução. Graças ao Ficoll, devido à formação de um 

gradiente de densidade, as células mononucleares concentraram-se na camada 

localizada ao meio, entre o plasma (fase clara) e os eritrócitos (fase escura). 

As CMSP foram transferidas para outro tubo ao qual foram acrescidos 

PBS até o volume final de 11mL, sendo então centrifugados por a 1000 rpm por 

20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de CMSP ressuspendido 

em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de 

antibióticos (para obter uma concentração final de 100U/mL de penicilina e 

100µg/mL de estreptomicina). Fitohemaglutinina (Sigma) 2%, um agente 

mitogênico, foi adicionado ao meio para estimular a proliferação dos linfócitos. 

As células foram contadas e diluídas para uma concentração final de 1 x 106 

células/mL. 

 

4.3 Ensaio de citotoxicidade - MTT 

 

Princípio do teste 

 

Este ensaio baseia-se na conversão do sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazol)-2,5-difenil-2-H-tetrazólio (MTT) em cristais de formazan, pela ação da 

enzima succinil-desidrogenase presente na mitocôndria de células viáveis 

(ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).  
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Procedimento Experimental 

 

As linhagens de células NCI-H292, HEp-2 e HT-29 foram cultivadas em 

meio DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Médium (GIBCO®), e a linhagem HL-

60 e K562 em meio RPMI 1640, ambos os meios suplementados com 10% de 

soro fetal bovino (GIBCO®), 1% de solução de antibiótico (penicilina 1000UI/mL 

e estreptomicina 250mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM. 

Suspensões celulares de 105 células/mL (NCI-H292, HEp-2, e HT-29) e 

0,3x106 células/mL (K562 e HL-60) foram distribuídas em placas de 96 poços e 

incubadas a 37ºC, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 durante 24h. Em 

seguida os derivados do tiazol, tiazolinonas e tiossemicarbazonas (0,098 - 25 

µg/mL) foram adicionados às placas. Após 69 horas de incubação dos produtos, 

foi adicionado em cada poço 25 μL de MTT (5 mg/mL). Após 3 h de incubação, 

o meio de cultura com MTT foi aspirado e 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) foi 

adicionado a cada poço para a dissolução dos cristais de formazan. A 

doxorrubicina (0,625 a 10 μg/mL) foi o fármaco de referência utilizado como 

controle positivo. A leitura óptica foi realizada em leitor automático de 

microplacas (560 nm). Cada amostra foi testada em triplicata em três 

experimentos independentes. A concentração que inibe 50% do crescimento 

celular em relação ao controle (CI50) foi calculado a partir da regressão não linear 

no programa GraphPad Prism 5.0. 

Para a análise do efeito tempo e concentração-dependente, este método 

também foi realizado após 24 e 48 h de tratamento com o melhor produto de 

cada classe na linhagem K562. 

 

4.4 Ensaio do Alamar Blue: Avaliação da atividade citotóxica em células 

mononucleares do sangue periférico humano 

 

Recentemente identificado como resazurina, o alamar Blue (AHMED; 

GOGAL; WALSH, 1994) é um indicador fluorescente e colorimétrico, com 

propriedades redox.O alamar blue é reduzido à resofurina na presença de 

células viáveis. A forma reduzida é de cor rosa (fluorescente/célula viável) e a 

forma oxidada é azul (não fluorescente/ célula não viável) 
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Procedimento experimental 

 

Inicialmente, células na concentração de 1x 106 células/mL foram 

plaqueadas em placas de 96 poços. Após 24 hde incubação, as amostras foram 

dissolvidas em DMSO e adicionadas em cada poço e incubadas por 72 h. 

Doxorrubicina (0,078 a 10 μM) foi utilizada como controle positivo. Vinte e quatro 

horas antes do final do período de incubação, 10 µL da solução estoque de 

alamar blue (0,312 mg/mL) foi adicionado a cada poço. As absorbâncias foram 

medidas nos comprimentos de onda de 570 nm (estado oxidado) e 595 nm 

(estado reduzido), utilizando um espectrofotômetro de placa. 

 

Análise dos dados 

 

 A redução do alamar blue reflete a proliferação celular. A proliferação 

celular foi calculada utilizando a seguinte fórmula: % proliferação = ALW – (AHW 

x R0) x 100, onde, ALW e AHW são as absorbâncias no menor e maior 

comprimento de onda, respectivamente. O R0 foi calculado utilizando a seguinte 

fórmula: R0 = AOLW/AOHW, onde, AOLW e AOHW são as absorbâncias do 

meio isolado subtraído das absorbâncias do meio adicionado ao alamar blue nos 

comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. 

 

4.5 Ensaio de atividade hemolítica 

 

Princípio do Teste 

 

Este método baseia-se na capacidade de substâncias em causar lesões 

na membrana de eritrócitos, seja pela formação de poros ou pela lise total da 

hemácia (COSTA-LOTUFO et al., 2002). 

 

Procedimento experimental  

 

Após a coleta, o sangue foi diluído em 150 mL de solução salina (NaCl 

0,85% + CaCl2 10mM). Os eritrócitos foram lavados três vezes em solução de 
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NaCl contendo cloreto de cálcio e centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm. Após 

a terceira centrifugação foi preparada uma suspensão de eritrócitos a 2% em 

solução salina. Foram utilizadas placas de microdiluição contendo 96 poços. 

Cada poço da primeira coluna recebeu 100 µL de solução salina. Os poços da 

segunda coluna receberam 80 µL de solução salina e 20 µL de veículo de 

diluição das amostras teste (DMSO 50%). Os poços da 3° coluna receberam 80 

µL de solução salina e 20 µL de Triton X-100 a 1% (controle positivo). As 

diluições seriadas foram realizadas entre a 4ª a 12ª coluna, inicialmente cada 

poço da primeira linha recebeu 100 µL de solução salina e 100 µL de amostra 

na concentração de 1000 µg/mL. Em seguida, no sentido vertical foram 

realizadas as diluições seriadas (1:2) com concentração variando de 250 a 0,98 

µ/mL). Também foi adicionado 100 µL da suspensão de eritrócitos a 2% em 

todos os poços, exceto no branco. Posteriormente a placa foi mantida em 

temperatura ambiente (25°C ± 2° C) sob agitação constante, por 1 h. Após este 

período, a placa foi centrifugada por 10 min a 2000 rpm e o sobrenadante 

transferido para outra placa para que pudesse ser realizadaa leitura da 

absorbância em espectrofotômetro de placa a 450 nm. A hemolise foi 

determinada de maneira relativa ao valor dos controles negativo e positivo. 

 

Análise dos resultados 

 

Os resultados foram expressos como médias e respectivos erros-padrão. 

As amostras foram testadas em diluições seriadas. Um gráfico foi plotado pela 

absorbância x concentração e determinada a concentração efetiva média capaz 

de provocar 50% do efeito máximo (CE50) e seu respectivo intervalo de confiança 

(IC95%) para cada amostra. Os resultados foram obtidos a partir da regressão 

não-linear utilizando o programa GraphPad Prism, versão 5.0.  

 

4.6 Aspectos éticos para o ensaio do alamar blue e ensaio de atividade 

hemolítica 

 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos da Universidade Federal de Pernambuco que está de acordo com a 
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resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde e aprovado com parecer 

CAAE 62919816.2.0000.5208. 

 

4.7 Análise de citometria de fluxo 

 

As células da linhagem K562 (3 x 105 células/mL) foram ressuspensas em 

meio RPMI-1640 e tratadas com o composto MB 1.4 durante 48 h a 37 ° C com 

5% de CO2. O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando o kit de 

detecção via count (Guava technologies) e os ensaio de ciclo celular e 

fragmentação do DNA utilizando o kit de detecção cell cycle (Guava 

technologies) de acordo com as instruções do fabricante. O experimento foi 

realizado em citometro de fluxo Guava EasyCyteHT(Merck-Millipore), adquirindo 

5.000 eventos. Os dados foram analisados no software Guava-SoftTM versão 2.7. 

Foram realizadas duas experiências independentes, em duplicata. 

 

4.7.1 Análise do ciclo celular e fragmentação do DNA 

 

Princípio do teste 

 

Este ensaio baseia-se na capacidade do iodeto de propídeo se ligar ao 

DNA. Primeiramente, para facilitar a entrada do iodeto de propídeo nas células 

e permitir a sua ligação ao DNA das células, um detergente é adicionado para 

permitir a permeabilidade da membrana celular. O iodeto de propídeo é capaz 

de se intercalar proporcionalmente à quantidade de DNA da célula o que permite 

diferenciar as fases do ciclo celular por meio da quantidade de DNA em cada 

fase do ciclo. 

 

Procedimento experimental 

 

As células da linhagem K562 foram cultivadas em placas de 24 poços e 

incubadas com o composto MB 1.4 (17 e 34 µM) durante 48 horas. O controle 

negativo foi tratado com solução de NaCl + (DMSO 0,1%) e a doxorrubicina 0,2 

µM foi utilizada como controle positivo.  
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Transcorrido o período de incubação, 200 µL das amostras foram 

transferidos para tubos de poliestireno. Em seguida foram centrifugados por 

cinco minutos a 450 x g. O sobrenadante foi removido e foram adicionados 200 

µL de PBS. Em seguida as células foram homogeneizadas e centrifugadas nas 

mesmas condições. O sobrenadante foi removido e 200 µL de etanol gelado 

foram adicionados. Os tubos foram fechados e permaneceram em geladeira por 

uma hora. Após esse período, as células foram novamente centrifugadas nas 

condições estabelecidas anteriormente, o sobrenadante foi removido e o pellet 

lavado com PBS (200 µL) e centrifugado. Foi retirado 150 µL do sobrenadante e 

adicionado 50 µL do reagente guava cell cycle. A suspensão celular foi 

homogeneizada e permaneceram por 20 minutos em ambiente escuro e em 

seguida sua leitura realizada em citômetro de fluxo, utilizando o sistema Guava 

EasyCyteHT (Merck-Millopore). O software Guava-SoftTM versão 2.7. Cinco mil 

eventos foram analisados por amostra e os debris omitidos das análises. 

 

Análise dos dados 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Os 

experimentos foram realizados em triplicata em dois experimentos 

independentes. As diferenças estatísticas entre os grupos foram realizadas 

através da análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnet. As 

amostras foram consideradas significativas com p < 0,05.  

 

4.7.2 Determinação do potencial transmembrânico mitocondrial  

 

Princípio do teste 

 

A rodamina 123, corante de característica fluorescente e nucleofílica, é 

capturada pela mitocôndria. Quando a mitocôndria apresenta seu potencial 

transmembrânico inalterado é possível observar alta fluorescência quando a 

rodamina é excitada pelo laser. Porém, quando há alterações neste potencial 

transmembrânico, é possível observar o efluxo de rodamina de dentro da 

mitocôndrial. Este fenômeno é possível por gerar eventos que emitirão menor 

fluorescência quando comparados a fluorescência das células intactas. Assim, 
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neste ensaio é possível verificar se há envolvimento da mitocôndria no processo 

de morte celular, seja ele por dano ou despolarização mitocondrial. 

 

Procedimento experimental 

 

As células da linhagem K562 (0,3 x 106 células/mL) foram cultivadas em 

placas de 24 poços e incubadas com o composto MB 1.4 (17 e 34 µM) durante 

48 horas. O controle negativo foi tratado com DMSO 0,1% e a doxorrubicina 0,5 

µM foi utilizada como controle positivo.  

Transcorrido o período de incubação, 500 µL das amostras foram 

transferidos para tubos de poliestireno devidamente identificados. Em seguida 

foram centrifugados por cinco minutos a 450 x g. O sobrenadante foi removido e 

foram adicionados 500 µL de PBS. Em seguida as células foram 

homogeneizadas e centrifugadas nas mesmas condições. O sobrenadante foi 

removido e 200 µL de solução de rodamina (0,1%) foram adicionados. Os tubos 

permaneceram abertos por 30 minutos em ambiente escuro. 

 Após esse período, as células foram novamente centrifugadas nas 

condições estabelecidas anteriormente, o sobrenadante foi removido e o pellet 

ressuspendidas em PBS (200 µL) e em seguida sua leitura realizada em 

citômetro de fluxo, utilizando o sistema Guava EasyCyteHT (Merck-Millopore). O 

software Guava-SoftTM versão 2.7. Cinco mil eventos foram analisados por 

amostra e os debris omitidos das análises. 

 

Análise dos dados 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Os 

experimentos foram realizados em triplicata em dois experimentos 

independentes. As diferenças estatísticas entre os grupos foram realizadas 

através da análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnet. As 

amostras foram consideradas significativas com p < 0,05. 
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4.7.3 Avaliação da apoptose por Externalização da Fosfatidilserina 

 

Princípio do teste 

 

Baseia-se na capacidade da fosfatidilserina, um fosfolipídio de membrana, 

localizado na face interna da membrana celular se deslocar para a face externa 

(superfície celular). Este evento evidencia os primeiros estágios da apoptose. O 

objetivo do teste é diferenciar as células em viáveis, apoptóticas e necróticas a 

partir da fluorescência emitida. A fosfatidilserina apresenta uma alta afinidade 

pela proteína Anexina-V, que quando conjugada a ficoeritrina emite 

fluorescência verde. Esta fluorescência caracteriza a marcação de células em 

apoptose. O corante 7-AAD apresenta afinidade ao núcleo da célula e liga-se a 

ele quando membrana das células se encontram rompidas. Esta ligação emite 

fluorescência vermelha que caracteriza células em necrose. A reagente Guava® 

Nexin utiliza a estratégia de coloração dupla o que permite identificar quatro 

populações celulares distintas: células viáveis (sem marcação), células em 

apoptose inicial (coloração verde), células em apoptose tardia, estágio em que 

as células perdem a integridade da membrana (marcada pelos dois corantes 

verde/vermelho) e células necróticas (coloração vermelha). 

 

Procedimento experimental  

 

As células da linhagem K562 foram cultivadas em placas de 24 poços e 

incubadas com o composto MB 1.4 (17 e 34 µM) durante 48 horas. O controle 

negativo foi tratado com DMSO 0,1% e a doxorrubicina 0,5 µM foi utilizada como 

controle positivo. Transcorrido o período de incubação, foi realizada uma 

centrifugação a 450 g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e adicionado 

200 µL de PBS. Uma alíquota de 50 µL da suspensão celular foi retirada e 

adicionada a 50 µL de solução do kit Guava Nexin® (Guava Technologies).A 

reação ocorreu em ambiente escuro por um período de 30 minutos e em seguida 

sua leitura realizada em citômetro de fluxo, utilizando o sistema Guava 

EasyCyteHT (Merck-Millopore). O software Guava-SoftTM versão 2.7. Foram 

analisados cinco mil eventos por amostra e os debris omitidos das análises. 
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4.8 Ensaios in vivo 

 

4.8.1 Animais e aspectos éticos 

 

Para a realização dos experimentos de toxidade aguda e atividade 

antitumoral in vivo foram utilizados camundongos (n=48) albinos Swiss (Mus 

musculus), machos e fêmeas, pesando entre 30 e 35 g (aproximadamente 60 

dias de nascidos), provenientes do Biotério do Laboratório de Imunopatologia 

Keizo Asami – LIKA e mantidos no Biotério do Departamento de antibióticos da 

Universidade Federal de Pernambuco. 

Os animais foram mantidos sob temperatura de 22 ºC ± 2 ºC, em ciclo 

claro-escuro (12/12h) e água e ração ad libidum. Os protocolos experimentais 

realizados seguiram os princípios técnicos e éticos preconizados pela Sociedade 

Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório (SBCAL). O projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade 

Federal do Pernambuco sob o número 23076.037512/2017-08. 

 

4.8.2 Avaliação da toxicidade não-clínica aguda 

 

 Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de 

acordo com o OECD “Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001. 

Camundongos Swiss, três fêmeas por grupo, incluindo o controle, foram 

submetidos a doses únicas de 300 e 2000 mg/kg do derivado tiazólico MB 1.4 

por via intraperitoneal (i.p), e ao grupo controle foi administrado apenas veículo 

(solução de NaCl + cremophor a 5%). Em princípio, o método não se destina a 

permitir o cálculo preciso da DL50 (apesar de fornecer uma estimativa do seu 

valor), contudo, permite uma classificação das substâncias em categorias de 

acordo com o “Globally Harmonized Classification System” – GHS. Ao fim do 

período de observação de 14 dias, todos os animais sobreviventes foram 

anestesiados, o sangue coletado por punção cardíaca e eutanasiados em 

câmara de CO2. Os órgãos fígado, rins e baço foram removidos e pesados. O 

índice dos órgãos foi calculado seguindo a fórmula: Índice = peso do órgão 

(mg)/peso do animal (g). 

callto:23076.038378
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4.8.3 Avaliação da atividade antitumoral in vivo em animais portadores do 

carcinoma ascítico de Ehrlich 

 
As células tumorais (Carcinoma de Ehrlich) foram obtidas de um animal 

doador portador do tumor. As células foram obtidas por aspiração do líquido 

ascítico após sete dias de implantação e introduzidas em animais receptores por 

via intraperitoneal. O número de células implantadas foi de (2 x 106 

células/animal) em camundongos machos (n=8). Para implantação, foi 

considerado o doador que apresentou viabilidade celular maior que 90%. Após 

24 horas do implante das células, o derivado MB 1.4 nas doses de 5, 10 e 20 

mg/kg, cujas doses foram determinadas a partir dos resultados obtidos no ensaio 

de toxicidade não-clínica aguda, foi solubilizado em cremophor (5%) e 

administrados nos animais por via intraperitoneal (i.p.) durante sete dias 

consecutivos. Cliclofosfamida (CTX), 20 mg/kg, foi utilizada como controle 

positivo. Ao grupo controle negativo (Controle CAE) foi administrado solução de 

NaCl 0,9% + cremofor 5%. No dia seguinte após a administração da última dose, 

os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg) + xilazina (9 mg/kg)e 

seu sangue coletado por punção cardíaca com a finalidade de analisar os 

parâmetros hematológicos e bioquímicos. Em seguida, os animais foram 

eutanasiados e o tumor ascítico coletado da cavidade peritoneal. Os órgãos 

fígado, os rins e o baço foram extirpados, pesados e fixados em formaldeído 

(10%) para análise histopatológica. 

 

4.8.4 Mecanismo de ação em células do tumor ascítico de Ehrlich 

 

4.8.4.1Ensaio de viabilidade celular 

 

Este ensaio fundamenta-as na análise de integridade da membrana e na 

capacidade do iodeto de propídeo (IP) se ligar ao DNA das células cuja 

membrana esteja rompida (não-viáveis) emitindo alta fluorescência vermelho 

quando excitado pelo laser. As células viáveis, cuja membrana apresenta-se 

integra emite baixa fluorescência (SHAPIRO, 1995). 
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Procedimento experimental 

 

Após o término do experimento (nono dia), uma alíquota de 100 uL 

suspensão de células do tumor ascítico de Ehrlich de animais tratados e controle 

foram incubadas com 100 µL do reagente via count. Em seguida as células foram 

incubadas por 10 minutos ao abrigo da luz e analisadas por citometria de fluxo. 

Os demais ensaios de citometria de fluxo in vivo(ciclo celular, 

fragmentação do DNA, avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial e 

avaliação da apoptose por externalização da fosfatidil serina por anexina/7AAD 

seguiram os mesmos protocolos realizados nos ensaios in vitro (pág. 45).  

 

4.8.5 Avaliação dos parâmetros hematológicos e bioquímicos 

 

Amostras de sangue dos animais tratados foram coletados por punção 

cardíaca após anestesia com cetamina (90 mg/kg) + xilazina (9 mg/kg). Para as 

análises hematológicas foi utilizado sangue coletado com ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) para determinação da série branca e vermelha: 

leucograma e eritrograma, respectivamente. As análises foram realizadas no 

aparelho ABX micro 60. Também foirealizada a contagem diferencial dos 

leucócitos em lâmina corada com May-Grünwald-Giemsa.  Para as análises 

bioquímicas foram utilizados Kits de diagnóstico LABTEST® para leitura em 

espectrofotômetro. Foram determinados os níveis de alanina aminotransferase 

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), ureia e 

creatinina. 

 

4.8.6 Avaliação dos índices dos órgãos 

 

Após a coleta do sangue para análises bioquímicas e hematológicas, 

todos os animais foram eutanasiados  e os órgãos (baço, fígado e rins) 

extirpados, pesados e examinados macroscopicamente para investigação de 

mudanças de coloração, hemorragias ou outras alterações. O índice dos órgãos 

foi calculado seguindo a fórmula: índice = peso do órgão (mg)/peso do animal 

(g). 
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4.8.7 Análise histopatológica 

 

Após a pesagem, os órgãos (baço, fígado e rins) foram seccionados, 

fixados em formalina (solução de formol a 10%) tamponada e após 24 horas 

foram resseccionados para o processamento histopatológico: desidratação com 

séries crescentes de álcool (70 a 100%), diafanização em xilol, impregnação e 

inclusão em parafina, segundo métodos habituais. Em micrótomo rotativo semi-

automático (LEIKA®), os fragmentos tissulares emblocados em parafina, foram 

seccionados em espessura de 3,0 µm e subsequentemente submetidos à 

coloração hematoxilina-eosina. Em seguida foram examinados ao microscópio 

óptico.  

 

4.9 Análises estatísticas 

 

Nos ensaios de citotoxicidade em cultura de células foram calculadas as 

CI50 a partir das curvas dose-resposta por regressão não linear utilizando o 

programa GraphPad Prism® (versão 5). Para os demais ensaios os resultados 

serão apresentados como média ± erropadrão da média. As diferenças entre 

grupos experimentais foram comparadas por ANOVA (análise de variância) 

seguida pelo teste de Dunnett(p <0,05) utilizando o programa GraphPad Prism. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Experimentos in vitro 

 

5.1.1Triagemcitotóxica dos derivados tiossemicarbazônicos, tiazolinônicos e 

tiazólicos 

 

Foi realizado umatriagem citotóxicade três derivados 

tiossemicarbazônicos, oito derivados aril-4 tiazolinonicos e 19 novos derivados 

aril-1,3-tiazol em cinco linhagens de células tumorais.Foram consideradas ativas 

as substâncias que apresentaram inibição acima de 75% em pelo menos duas 

linhagens do tipo aderida (NCI-H292, HEp-2 e HT-29) e uma linhagem do tipo 

suspensão (HL-60 e K562). 

Entre as 30 substâncias testadas apenas 12,(E)-2-(2-(4-

(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiiazolidin-4-ona (MG 1.3), (E)-5-isopropil-3-

metol-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazolidin-4-ona (MG 1.5), 

(E)3-metil-5-fenil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazolidin-4-ona 

(MG2.1), (E)-3-metil-5-isopropil-3-metol-2-(2-(4-

(trifluorometil)benzidileno)hidrazinil)tiazolidin-4-ona (MG 2.5), MB 01, MB 02, 

(E)-4-(4-nitrofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazol (MB 1.2), 

(E)-4-(3-nitrofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazol (MB 1.3), 

((E)-4-(2,4-diclorofenil)-2-(2-(4(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazol (MB 

1.4), (E)-4-(4-metoxifenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazi-nil)tiazol (MB 

1.5), (E)-4-(3,4-diclorofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazi-nil)tiazol 

(MB 1.8) e ((E)-4-(4-metoxifenil)-5-metil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno) 

hidrazinil)tiazol (MB 2.2) apresentaram os critérios acima (Tabela 5) e em 

seguida tiveram sua IC50, no período de 72 h, determinadas.  
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Tabela 5 - Percentual de inibição (%) dos derivados do tiazol, tiazolinonas e 
tiossemicarbazonas in vitro pelo ensaio do MTT, no período de 72 horas, frente diversas 

linhagens de câncer humano na concentração de 25 µg/mL. 

 

 NCI-H292 

(%) 

HEp-2 

(%) 

HT-29 

(%) 

HL-60 

(%) 

K562 

(%) 

MG 1.1 47,0 ± 1,9 17,2 ± 0,7 34,5 ± 2,2 47,4 ± 4,3 NT 

MG 1.2 87,0 ± 2,0 78,4 ± 3,4 47,5 ± 2,3 54,5 ± 3,5 66,0 ± 2,4  

MG 1.3 96,1 ± 1,5 80,9 ± 4,0 78,0 ± 2,1 90,3 ± 1,8 60,4 ± 3,3 

MG 1.4 47,7 ± 2,1 25,3 ± 2,3 NT 44,2 ± 1,3 NT 

MG 1.5 81,1 ± 0,1 77,4 ± 1,5 77,1 ± 8,1 92,2 ± 1,5 48,6 ± 1,5 

MG 2.1 93,8 ± 1,6 92,9 ± 1,0 75,2 ± 1,7 94,8 ± 0,6 89,6 ± 0,5 

MG 2.4 67,0 ± 1,3 54,2 ± 2,1 55,4 ± 2,4 75,0 ±5,9 50,4 ± 1,9 

MG 2.5 94,8 ± 0,4 92,9 ± 2,3 81,1 ± 1,7 95,9 ± 1,0 86,2 ± 0,9 

MB 01 89,6 ± 2,3 91,8 ± 0,6 85,4 ± 0,1 95,4 ± 0,8 87,2 ± 0,8 

MB 02 93,3 ± 0,6 88,1 ± 3,6 88,7 ± 0,4 94,6 ± 1,8 82,6 ± 0,2  

MB 03 58,4 ± 1,9 63,6 ± 0,5 74,7 ± 1,9 37,7 ± 2,9 71,16 ± 1,8 

MB 1.1 49,8 ± 4,7 34,7 ± 3,3 NT 40,6 ± 0,8 NT 

MB 1.2 96,3 ± 1,6 90,0 ± 2,7 59,3 ± 1,8 80,2 ± 2,6 87,2 ± 0,9 

MB 1.3 75,1 ± 2,6 84,3 ± 5,5 79,4 ± 1,4 77,4 ± 3,3 75,5 ± 0,5 

MB 1.4 96,5 ± 0,3 96,6 ± 0,2 79,5 ± 4,2 91,1 ± 3,0 88,9 ± 0,3 

MB 1.5 68,5 ± 5,4 78,2 ± 3,4 76,2  ± 0,4 89,14±0,9 61,5 ± 3,4 

MB 1.6 67,7 ± 6,3 33,0 ± 2,6 40,1 ± 3,1 61,4 ± 3,3 50,5 ± 1,2 

MB 1.7 64,2 ± 4,2 17,1 ± 1,0 67,4 ± 6,7 46,7 ± 1,7 25,0 ± 1,1 

MB 1.8 98,2 ± 4,2 83,5 ± 3,4 84,0 ± 1,6 96,4 ± 3,1 47,8 ± 1,5 

MB 1.9 60,9 ± 2,5 29,5 ± 2,3 46,2 ± 2,9 30,9 ± 1,4 25,0 ± 1,8 

MB 1.10 35,7 ± 1,0 28,5 ± 2,7 45,8 ± 1,5 39,1 ± 1,7 44,9 ± 3,0 

MB 1.11 62,3 ± 3,5 59,9 ± 2,2 42,7 ± 1,9 45,2 ± 2,4 20,9 ± 0,1 

MB 1.12 78,8 ± 2,1 62,6 ± 3,9 70,1 ± 1,4 58,1 ± 0,5 61,6 ± 1,4  

MB 2.1 68,3 ± 0,4 53,7 ± 3,9 62,5 ± 1,8 67,8 ± 3,4 50,4 ± 1,2 

MB 2.2 44,1 ± 2,6 84,8 ± 1,7 75,1 ± 1,1 83,2 ± 0,6 59,8 ± 2,5 

MB 2.4 35,7 ± 1,9 33,5 ± 3,0 52,7 ± 1,7 43,5 ± 2,6 69,7 ±0,4 

MB 3.4 38,5 ± 0,6 NT NT 14,4 ± 1,2 NT 

MB 3.5 66,3 ± 4,8 81,8 ± 1,4 58,5 ± 1,9 36,7 ± 0,7 59,2 ± 2,1 

MB 3.6 87,8 ± 6,7 58,7 ± 0,6 82,2 ± 0,9 28,4 ± 0,6 59,0 ± 1,5 

MB 3.12 41,8 ± 1,1 22,0 ± 0,7 74,6 ± 5,2 26,2 ± 1,3 59,1 ± 2,7 

*NT – NÃO TESTADO 
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5.1.2 Determinação das IC50 dos derivados tiossemicarbazônicos, tiazolinônicos 

e do tiazol. 

 

A atividade citotóxicain vitro de três derivados tiassemicarbazônicos foi 

avaliada nas linhagens celulares tumorais NCI-H292, HEp-2, HT-29, HL-60 e 

K562.Entretanto, apenas duas substâncias (MB 01 e MB 02) apresentaram 

atividade citotóxica superior a 75% de inibição em pelo menos duas linhagens 

celulares com característica aderente e uma linhagem em suspensão.  

Ao analisar os três derivados tiossemicarbazônas MB 01, MB 02 e MB 03 

(Tabela 5) foi possível observar que a simples adição do grupamento fenila na 

estrutura foi responsável por reduzir a citotoxidade do composto MB03em 

células tumorais. No entanto, os compostos MB 01 (presença de H) e MB 02 

(presença de metila) apresentaram-se promissores quanto a sua capacidade 

antiproliferativa para todas as linhagens tumorais testadas. 

Os compostos MB 01 e MB 02 apresentaram atividade citotóxica em todas 

as linhagens tumorais testadas. No entanto, o composto MB 01 apresentou 

melhor atividade para aslinhagens NCI-H292, HEp-2, HL-60 e K562 com a IC50 

de 10,76, 6,27, 12,74 e 6,42 µM, respectivamente (Tabela 6). Este composto 

apresentou potenteatividade citotóxica na linhagem de Leucemia Mieloide 

Crônica (K562), com IC50=6,42 µM para esta linhagem e IC50 =80,17 µM em 

CMSP o que confere uma seletividade de 12,5 vezes maior deste composto para 

esta linhagem tumoral que para células mononucleares do sangue periférico. 
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Tabela 6 - Valores de IC50 (µM) de derivados tiossemicarbazônicos contra diferentes linhagens de câncer humano. 

 

Composto R1 NCI-H292 HEp-2 HT-29 HL-60 K562 

 

     

MB 01 H 10,76 
9,34 – 12,46 

6,27 
5,14 – 7,64 

9,02 
7,66 – 10,62 

12,74 
11,18 – 14,51 

6,42 
5,31 – 7,76 

MB 02 CH3 20,83 
16,27 – 26,67 

12,58 
10,77 – 14,71 

5,06 
4,38 – 5,85 

17,22 
13,94 – 21,25 

13,25 
10,94 – 16,04 

Doxorrubicina  0,19 
0,15 – 0,24 

1,21 
0,52 – 2.41  

0,69 
0,52 – 0,86 

0,19 
0,16 – 0,21 

1,38 
1,20 – 1,55 

 

Dentre os 19 novos derivados do tiazol testados em linhagens de células tumorais, seis (MB 1.2, MB 1.3, MB 1.4, MB 1.5, 

MB 1.8 e MB 2.2) apresentaram atividade citotóxica significativa e tiveram sua IC50 determinada (Tabela 7). No ensaio de 

citotoxicidade em dose única (25 µg/mL), no período de 72 h, apenas os compostos MB 1.3 e MB 1.4 apresentaram citotoxicidade 

significativa para todas as linhagens tumorais testadas, cominibição superior a 75% (Tabela 5). 

Compostos que apresentam um grupo fortemente retirador de életrons (NO2) na posição para (ver Tabela 7), como observado 

nos compostos MB 1.2 e MB 2.2, apresentam uma grande variação dos valores das IC50 em todas as linhagens tumorais testadas. 

O composto MB 1.2 apresentou IC50 variando entre 7,41 - 27,33 µM, enquanto o composto MB 2.2 apresentou 
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IC50 entre 11,83 – 47,77 µM. Entretanto, apesar de semelhantes, esta maior 

variação para o valor da IC50 do composto MB 2.2 pode estar relacionada a 

presença de uma metila ligada ao nitrogênio (N3).  
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A presença do grupo retirador de elétrons (NO2) no composto MB 1.2 

apresentou melhor resultado para a linhagem de NCI-H292 com IC50= 7,41 µM. 

Em contrapartida, a adição do grupo retirador de elétrons na posição meta 

(composto MB 1.3) parece estar diretamente associado a inibição de todas as 

linhagens celulares testadas no screening citotóxico, entretanto a presença 

deste grupo na posição meta não apresentou bons resultados 

quandosubmetidos ao teste para determinação de suas IC50 nas linhagens 

tumorais testadas, exceto na linhagem de K562  

Os compostos dissubstituídos 2,4-dicloro (MB 1.4) e 3,4-dicloro (MB 1.8) 

apresentaram excelente atividade citotóxica com IC50 menor que 10 µM em 

quatro linhagens testadas. A variação na posição meta e para parecem não 

interferir com a elevada atividade antiproliferativa observada.  

O composto MB 1.5 apresentou citotoxicidade significativa em apenas 

três linhagens tumorais. A atividade deste composto está relacionada a presença 

do grupo metóxi na posição para do anel aromático.  

Para analisar a seletividade dos compostos, foi realizado um ensaio 

antiproliferativo pelo método do Alamar Blue, realizado em Células 

Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) (Tabela 9). A menor concentração 

capaz de causar citotoxicidade 50% das CMSP para os derivados do tiazol foi 

43,03 µM para o composto MB 1.4, concentração bem superior ao encontrado 

para a doxorrubicina (fármaco padrão) IC50 de 0,3 µM. O composto MB1.4 

apresentou atividade em todas as linhagens testadas com o melhor resultado 

para a linhagem de Leucemia Mielóide Crônica (K562). 

Ao determinar a IC50 dos novos derivados do tiazol em CMSPfoi 

observado que todos os compostos, exceto o composto MB 2.2, para a linhagem 

HT-29, com IC50= 47,77 µM, apresentaram IC50 superior em CMSP quando 

comparadas as linhagens tumorais testadas, tornando esta classe de compostos 

como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos agentes 

anticâncer. O composto MB 1.4 apresentou índice de seletividade de 7,85 vezes 

maior em K562 do que em CMSP. 
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Tabela 7 - Valores de IC50 (µM) dos novos derivados da série Aril-1,3-tiazóis que apresentaram melhor atividade citotóxica em diferentes linhagens de 
câncer humano. 

Composto R1 R2 R3 NCI-H292 HEp-2 HT-29 HL-60 K562 

 

MB 1.2 
 H Ph-4’-NO2 H 

7,41 
6,03 – 9,12 

 

27,33 
23,78 – 31,40 

>63,56 11,51 
10,32 – 12,83 

16,86 
13,60 – 20,91 

MB 1.3 
H Ph-3’-NO2 H 

22,77 
19,85 – 26,11 

 

34,24 
31,09 – 37,73 

23,89 
20,52 – 27,81 

29,29 
24,91 – 34,42 

10,17 
8,62 – 12,01 

MB 1.4 
H Ph-2’,4’-diCl H 

10,41 
9,80 – 11,04 

 

7,65 
6,77 – 8,65 

11,15 
8,50 – 14,62 

17,80 
14,91 – 21,24 

5,48 
4,60 – 6,52 

MB 1.5 
H Ph-4’-MeO H 

>66,17 
 

11,31 
9,05 – 14,14 

 

22,74 
15,21 – 34,01 

3,67 
3,05 – 4,41 

>66,17 

MB 1.8 
H Ph-3’,4’-diCl H 

6,57 
5,19 – 8,31 

10,38 
8,23 – 13,10 

 

12,21 
10,43 – 14,30 

4,23 
3,41 – 5,24 

>60,06 

MB 2.2 
CH3 Ph-4’-NO2 H 

>61,37 
 

26,39 
22,80 – 30,54 

 

47,77 
42,74 – 53,39 

11,83 
9,65 – 14,53 

>61,37 

Doxorrubicina 
   

0,19 
0,15 – 0,24 

1.21 
0,52 – 2.41  

0,69 
0,52 – 0,86 

0,19 
0,16 – 0,21 

1,38 
1,20 – 1,55 
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Oito novos derivados tiazolinônicos também tiveram sua atividade 

antiproliferativa testada. Entretanto, apenas quatro substâncias (MG1.3, MG 1.5, 

MG 2.1 e MG 2.5) apresentaram as condições necessárias para que pudessem 

ser determinadas suas IC50 (Tabela 8). Entre os novos derivados tiazolinônicos 

testados, apenas os compostos MG 2.1 e MG 2.5 apresentaramatividade 

citotóxica em todas as linhagens celulares testadas. 

A presença do hidrogênio ligado ao C2 e ao N4 conferiu baixa atividade 

para o composto MG 1.3, entretanto este composto apresenta uma seletividade 

aparente para células da linhagem do tipo HEp-2. Para que se possa confirmar 

seletividade para HEp-2 deve-se realizar umatriagem citotóxica utilizando um 

maior painel de células deste subtipo de câncer. 

O composto MG 2.1 apresentou maior atividade que o seu semelhante 

MG 1.1. A diferença entre eles ocorreu devido a presença do radical metila ligado 

ao N4 (Ver Tabela 3). Seu análogo MG 1.1 não apresentou citotoxicidade 

significativa em nenhuma das linhagens testadas (Tabela 5). A atividade 

atribuída ao composto MG 2.1 é provavelmente relacionada a maior 

lipossolubilidade conferida pela presença do radical metil. 

Ao analisar a semelhança entre os compostos MG 1.5 e MG 2.5 é possível 

observar que a presença do radical metila no composto MG 2.5 foi capaz de 

potencializar a atividade antitumoral deste composto, possivelmente por 

melhorar sua lipossolubilidade, consequentemente sua melhor penetração na 

membrana celular.  

O composto MG 2.5 apresentou o melhor resultado dentre as oito 

substâncias analisadas. Com valores de IC50 menor que 10 µM para as linhagens 

de células tumorais HT-29, HL-60 e K562. Destaca-se sua atividade em linhagem 

de Leucemia Mielóide Crônica (K562) por apresentar o melhor resultado de IC50 

(7,27 µM). 

Quando testados em CMSP, todos os novos derivados tiazolinônicos 

apresentaram IC50 superior às encontradas para células tumorais. O derivado 

MG 2.5 apresentou índice de seletividade 6,31 vezes maior para a linhagem 

K562 quando comparadas as CMSP. 
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Tabela 8 - Valores de IC50 (µM) das tiazolinonas contra diferentes linhagens de câncer humano. 

 

Composto R1 R2  NCI-H292 HEp-2 HT-29 HL-60 K562 

 

     

MG 1.3 H H 21,79 
17,79 – 26,74 

 

7,52 
6,86 – 8,22 

34,53 
28,75 – 41,46 

34,53 
28,75 – 41,46 

>87,03 
 

MG 1.5 H Isopropil 37,01 
31,09 – 44,06 

 

36,71 
32,03 – 42,02 

27,60 
22,77 – 33,43 

27,60 
22,77 – 33,43 

>75,91 
 

MG 2.1 CH3 Fenil 5,04 
4,08 – 6,23 

 

12,77 
11,55 – 14,07 

11,90 
9,57 – 14,84 

11,91 
9,56 – 14,83 

15,16 
13,08 – 
17,56 

MG 2.5 CH3 Isopropil 18,96 
16,35 – 21,98 

 

12,87 
11,97 – 13,83 

8,06 
7,21 – 9,00 

7,82 
7,23 – 8,46 

7,27 
6,23 – 8,48 

Doxorrubicina - - 0,19 
0,15 – 0,24 

1.21 
0,52 – 2.41  

0,69 
0,52 – 0,86 

0,19 
0,16 – 0,21 

1,38 
1,20 – 1,55 
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5.1.3 Atividade hemolítica em eritrócitos humanos 

 

Neste ensaio, substâncias que apresentem concentração eficaz capaz de 

causar hemólise em 50% dos eritrócitos humanos (CE50) < 250 µg/mL são 

consideradas ativas.Todas as substâncias foram testadas com concentração 

variando de 0,97 a 250 µg/mL. Nenhuma das substâncias testadas foi capaz de 

causar hemólise significativa nas concentrações testadas (Tabela 9), o que 

representou CE50 superior a 250 µg/mL.Alterações na estrutura da membrana 

do eritrócito podem ser observadas quando em contato com diversas drogas. 

Estas alterações podem causar interrupção da estrutura da membrana ou a 

formação de poros, através do qual ocorre a liberação de hemoglobina, 

ocasionando o efeito conhecido como hemólise (AKI; YAMAMOTO, 1991). A 

ausência de atividade hemolítica para as substâncias testadas pode inferir que 

o mecanismo citotóxico observado não esteja relacionado com a indução de lise 

imediata ou instabilidade da membrana plasmática, mas provavelmente 

associada a um mecanismo de morte celular mais específico. 

 

Tabela 9 - Atividade hemolítica e citotoxicidade em CMSP de derivados tiossemicarbazônicos, 
tiazolinônicos e do tiazol. 

 

Amostras Atividade hemolítica 
(CE50) 

CMSP 
(CI50) 

MG.1.3 > 250 µg/mL 178,6 µM 

MG 1.5 > 250 µg/mL 171,6 µM  

MG 2.1 > 250 µg/mL 66,2 µM 

MG 2.5 > 250 µg/mL 45,9 µM  

MB 01 > 250 µg/mL 80,2 µM 

MB 02 > 250 µg/mL 93,3 µM 

MB 1.2 > 250 µg/mL 53,2 µM 

MB 1.3 > 250 µg/mL 150,5 µM  

MB 1.4 > 250 µg/mL 43,0 µM 

MB 1.5 > 250 µg/mL 130,4 µM 

MB 1.8 > 250 µg/mL 65,6 µM 

MB 2.2 > 250 µg/mL 139,6 µM 

Doxorrubicina NT 0,4 µM 

*CE50: Concentração efetiva em que a substância testada possui em causar hemólise em 50% dos 
eritrócitos. Resultados expressos em µg/mL (µM). 
 
*NT – Não testado 

 

A partir dos resultados obtidos, foi realizado um estudo do comportamento 

citotóxico em relação ao tempo. Foram escolhidos os melhores compostos de 

cada classe: MB 01, MB 1.4 e MG 2.5. Em seguida foi realizado o ensaio de 
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atividade antiproliferativa nos períodos de 24 e 48 h de tratamento em K562. 

Este procedimento foi utilizado para escolher o melhor composto, o melhor 

tempo e a melhor concentração e, em seguida, dar prosseguimento aos estudos 

de mecanismo de ação in vitro. Este processo é importante para que as 

alterações celulares provenientes da ação da substância ocorram no menor 

período de tempo possível e para que não haja morte de todas as células 

analisadas. Após determinadas as IC50 destes compostos no período de 24 e 48 

h os dados foram comparados com as suas IC50 no período de 72 h (Tabela 10). 

 

Tabela 10 - Potencial citotóxico dos derivados MB 01, MB 1.4 e MG 2.5 frente à linhagem de 
K562 após 24, 48 e 72 horas de tratamento. 

 

 CI50 (µM) 
Intervalo de confiança 95% 

SUBSTÂNCIA 24 h 48 h 72 h 

MG 2.5 >72,81 >72,81 
 

7,27 
6,23 – 8,48 

 
MB 01 >101,12 33,98 

28,60 – 40,41 
6,42 

5,31 – 7,76 

MB 1.4 >60,06 17,78 
14,56 – 21,91 

5,48 
4,60 – 6,52 

 

Todos os compostos apresentaram baixa citotoxicidade sobre a linhagem 

K562 até 24 horas de tratamento, não sendo viável calcular os valores de IC50. 

O composto MG 2.5 apresentou atividade somente após 72 h de incubação. Para 

a linhagem celular testada, os compostos MB 01 e MB 1.4 apresentaram 

atividade citotóxica tempo-dependente, com seu efeito máximo após 72 h de 

tratamento.  

 

5.1.4 Mecanismo de ação in vitro do derivado MB 1.4 em K562 

 

Para darmos continuidade aos estudos de mecanismo de ação in vitro, 

descartamos inicialmente o uso do derivado MG 2.5 por apresentar somente 

atividade no período de 72 h em células do tipo K562. Assim, escolhemos o 

derivado MB 1.4 por apresentar uma melhor atividade no período de 48 e 72 h 

quando comparado ao MB 01, além disso, o derivado MB 1.4 se trata de uma 

molécula inédita.  
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A escolha da linhagem celular do tipo K562 se deu porque o derivado MB 

1.4 apresentou um bom resultado para esta célula no ensaio citotóxico em 48 e 

72 h e por se tratar de uma célula de característica em suspensão o que otimiza 

os trabalhos em citômetro de fluxo. A Figura 13 mostra a estrutura molecular do 

composto MB 1.4. 

As concentrações 17 e 34 µM foram determinadas a partir do valor da CI50 

obtido através do método do MTT no período de 48 h em células da linhagem 

K562. Solução de NaCl + veículo (DMSO 0,1%) foi utilizado como controle 

negativo e a doxorrubicina, controle positivo, na concentração de 0,5 µM para os 

demedida do potencial transmembrânico mitocondrial e ensaio de morte celular 

por anexina/7AAD e 0,2 µM para o ensaio de ciclo celular e fragmentação do 

DNA.  

 

Figura 13 - Estrutura molecular do derivado MB 1.4 ((E)-4-(2,4-diclorofenil)-2-(2-
(4(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazol. 

 

 

5.1.4.1 Ensaio do Potencial Transmembrânico Mitocondrial 

 

Diversos fármacos antitumorais atuam sobre as mitocôndrias. Assim, 

avaliamos por citometria de fluxo se há envolvimento da mitocôndria no 

mecanismo de morte celular. O ensaio baseou-se na incorporação da rodamina 

123 em células tratadas com o composto MB 1.4 após 48 horas de tratamento. 
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O objetivo foi avaliar a capacidade do derivado tiazólico produzir alterações no 

potencial transmembrânico mitocondrial.  

Neste estudo, nos avaliamos a capacidade do derivado MB 1.4 (17 e 34 

µM) em produzir mudanças no potencial transmembrânico mitocondrial após 48 

h de tratamento. O composto MB 1.4 foi capaz de induzir despolarização 

mitocondrial em 25,05% e 37,12% das células tratadas com o composto MB1.4 

nas concentrações de 17 e 34 µM, respectivamente. O controle positivo 

doxorrubicina apresentou despolarização de 23,60% enquanto o controle 

negativo apresentou 12,24% de despolarização mitocondrial (Figura 14).  

A integridade da mitocôndria e as funções bioenergéticas celulares é 

mantida pela estabilização do potencial de membrana mitocondrial. Durante a 

indução de morte celular por apoptose induzida por fármacos é possível observar 

alteração mitocondrial e o evento responsável por esta alteração é a perda do 

potencial de membrana mitocondrial. Este evento está relacionado aos eventos 

iniciais ocorridos durante o processo de apoptose (RAMYA et al., 2017). 

A despolarização do potencial de membrana mitocondrial é uma das 

principais características de morte celular induzida por apoptose (SHARMA et 

al., 2012). 

Hsiung e Kadir (2011) observaram que a despolarização mitocondrial é 

capaz de induzir a ativação de caspase-3 e consequente externalização de 

fosfatidil serina (PS) na membrana plasmática das células tratadas com 

substâncias isoladas de plantas e assim demonstrou o papel da despolarização 

no processo de morte celular por apoptose.  
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Figura 14 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562 
determinado sobre citometria de fluxo sobre a despolarização mitocondrial após 48 h de 

incubação. 

 

 

O controle negativo (A) foi tratado apenas com veículo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,5 
μM e o derivado MB 1.4(17 e 34 μM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados 
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em comparação ao grupo 
controle negativo (C). 

 

Estudos recentes têm demonstrado que compostos derivados do tiazol 

são capazes de induzir despolarização da membrana mitocondrial e 

consequente morte celular por apoptose em células de leucemia mieloide aguda 

humana (célulasU937) (HUANG et al., 2016). Semelhantemente, um benzotiazol 

YLT322 também foi capaz de despolarizar o potencial mitocondrial e 

desencadear a liberação de citocromo c da mitocondrial para o citosol, 

mostrando o envolvimento desse derivado na via intrínseca da apoptose 

(XUEJIAO et al., 2013). 

Kamal et al.(2014) também observaram que um benzotiazol ligado a 

fenilpiridopirimidinonas foi capaz de induzir morte celular por apoptose por 

despolarizar a membrana mitocondrial de células de câncer cervical ME-180 e 

ativar caspase-3 em células de câncer cervical da linhagem ME-180.  
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5.1.4.2 Análise do ciclo celular 

 

Neste estudo, as células da linhagem K562 foram tratadas com o 

composto nas concentrações de 17 e 34 µM durante 48 h. Os dados obtidos 

indicaram claramente que este composto induz parada de ciclo celular na fase 

G1 quando comparado as células não tratadas. O derivado MB 1.4 (17 e 34 µM) 

apresentou 85,25% e 82,74% de células na fase G1 (Figura 15). O controle 

positivo doxorrubicina, no entanto, apresentou parada de ciclo celular na fase 

G2/M (Figura 15). 

 

Figura 15 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562 
determinado sobre citometria de fluxo usando o ciclo celular após 48 h de incubação. 

 

 
O controle negativo (A) foi tratado apenas com veículo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,2 
μM e o derivado MB 1.4(17 e 34 μM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados 
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em comparação ao grupo 
controle negativo (C). 

 

O ciclo celular corresponde a uma série de eventos responsáveis pelo 

divisão e duplicação celular. O ciclo celular apresenta quatro fases distintas:  fase 

G1, fase S (síntese), fase G2 (interfase) e fase M (mitose). A preparação de 

energia e material para a síntese do DNA ocorre na fase G1. Em seguida a célula 

replica seu DNA na fase S. A fase G2 (interfase) prepara a célula para a mitose 

propriamente dita onde ocorre divisão do núcleo e citoplasma da célula (HE et 

al., 2016). Devido a importância do ciclo celular no processo de progressão 
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tumoral, avaliamos se a inibição do crescimento celular em K562 ocorreu devido 

a parada no ciclo celular por citometria de fluxo 48 h após o tratamento. 

Células transformadas apresentam perda do controle de diferenciação e 

alterações no ciclo celular e muitos dos tratamentos apresentam melhor 

resultado quando as células estão em processo de divisão celular (SENKIV et 

al., 2016). Devido a importância deste evento no processo de progressão 

tumoral, avaliamos a ação do composto MB 1.4 sobre o ciclo celular por 

citometria de fluxo.  

Diversas moléculas derivadas do tiazol têm sido descritas na literatura 

como indutoras de parada nas diferentes fases do ciclo celular G0/G1, S e G2/M 

e em diferentes linhagens de células tumorais (BORKOVA et al., 2017; HE et al., 

2016; SENKIV et al., 2016; SHAIK et al., 2017; SPANÒ et al., 2016). 

Senviki et al. 2016 observaram que o tratamento com (5-[5-(2-

Hidroxifenil)-3-fenil-4,5-dihidropirazol-1-ilmetileno]-3-(3-acetoxifenil)-

2tioxitiazolidin-4-ona) em células leucêmicas HL-60 também foi capaz de induzir 

parada de ciclo celular na fase G0/G1 após 48 h de tratamento. 

 

5.1.4.3 Análise da fragmentação do DNA 

 

Para a linhagem tumoral testada, o composto MB 1.4 induziu 

fragmentação do DNA nas duas concentrações analisadas e obteve melhor 

resultado na concentração de 34 µM que representou 22,43% das células com 

presença de DNA fragmentado. O composto MB 1.4 na concentração de 17 µM 

apresentou 19,74% das células com DNA fragmentado (Figura 16). O grupo que 

recebeu doxorrubicina apresentou 19,69% das células com DNA fragmentado, 

enquanto o grupo controle negativo apresentou apenas 3,62% das células com 

DNA fragmentado. 
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Figura 16 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562 
determinado por citometria de fluxo sobre a fragmentação do DNA após 48 h de incubação. 

 

 

O controle negativo (A) foi tratado apenas com veículo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,5 
μM e o derivado MB 1.4(17 e 34 μM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados 
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em comparação ao grupo 
controle negativo (C). 

 

Uma característica importante no processo de morte celular por apoptose 

é a presença de DNA fragmentado. Contudo, é possível observar outras 

mudanças na morfologia nuclear como a condensação do núcleo, clivagem do 

DNA cromossômico, formação de bleb´s de membrana e a presença de corpos 

apoptóticos (HASSAN et al., 2014). 

Para avaliarmos a fragmentação do DNA, nós utilizamos o mesmo 

princípio da análise do ciclo celular a partir da incorporação do iodeto de 

propídeo na célula. 

 

5.1.4.4 Ensaio de morte celular por apoptose  

 

O ensaio de externalização da fosfatidilserina permite observar se o 

ensaio de morte celular ocorre por apoptose. Assim testamos a atuação do 

derivado MB 1.4 em células da linhagem k562. Os resultados demonstram que 

o derivado MB 1.4 induziu apoptose nas duas doses testadas 17 e 34 µM em 

10,10 e 10,26% das células quando comparadas ao grupo controle negativo 
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5.20%. O grupo que recebeu doxorrubicina apresentou 18,85% das células em 

apoptose. Não foram observadas alterações significativas no tratamento com o 

derivado MB 1.4 em relação a morte por necrose, todavia o tratamento com a 

doxorrubicina apresentou 70,50% da células em necrose (Figura 17). 

Diversas são as características observadas nas células que entram no 

processo de morte por apoptose. Entre as características são obsevadas 

condensação e fragmentação nuclear, clivagem do DNA em fragmentos 

internucleossomicos e formação de corpos apoptóticos sem haver rompimento 

da membrana celular. Em seguida, as células fagocíticas reconhecem a 

presença dos corpos apoptóticos e os removem sem que haja presença de 

inflamação em torno da célula que se encontra no processo de morte por 

apoptose (EDINGER; THOMPSON, 2004). 

 

Figura 17 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562 
determinado por citometria de fluxo sobre externalização da fosfatidil serina pelo ensaio de 

anexina V/7AAD após 48 h de incubação. 

 

 

O controle negativo (A) foi tratado apenas com veículo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,5 
μM e o derivado MB 1.4(17 e 34 μM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados 
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em comparação ao grupo 
controle negativo (C). V = células viáveis, AI = apoptose inicial, AT = apoptose tardia e N = 
necrose. 

 

Diversos derivados do tiazol têm sido descritos na literatura por 

apresentar indução de morte celular por apoptose. Estudo recente tem 

demonstrado a indução de morte celular por tiazóis a partir da externalização da 

fosfatidil serina e fragmentação do DNA. Além disso, estes dados foram 
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acompanhados por parada do ciclo celular na fase G2/M e inibição da ciclina 

B/CDK1 (PARRINO et al., 2017). 

Derivados do tiazol conjugados a chalconas também demonstraram 

indução de morte celular por apoptose em células de câncer de mama do tipo 

MDA MB 31 após ensaio da anexina V-FITC/IP. Concomitante a essa 

observação, os derivados também induziram parada de ciclo celular na fase 

G2/M, polimerização da tubulina e presença de espécies reativas de oxigênio 

(SULTANA et al., 2018). 

Uma série de imidazo [2,1-b][1,3,4] tiadiazol ligado a indolinona foi capaz 

de induzir apoptose em células HeLa. Este mecanismo de morte foi confirmado 

pela presença de fragmentação do DNA e atuação sobre caspase-3. Além 

destes estudos, também foi observado que os compostos foram capazes de 

induzir parada de ciclo celular em G2/M e inibição da tubulina (NARASIMHA 

RAO et al., 2018). 

Nossos resultados sugerem que o composto MB 1.4 é capaz de induzir 

morte celular por apoptose com envolvimento mitocondrial nas duas doses 

testadas. O derivado também induz morte celular por parada de ciclo celular. 

Contudo, estudos complementares devem ser realizados para avaliar o 

envolvimento das caspases e do citocromo c para melhor elucidar o  

envolvimento da mitocôndria sobre a indução de morte celular por apoptose nas 

células K562 induzida pelo composto MB 1.4. 

 

5.2 Experimentos in vivo 

 

5.2.1 Avaliação da toxidade não-clínica aguda 

  

O derivado MB 1.4 se apresentou como um composto promissor após a 

triagem citotóxica e a avaliação do seu mecanismo de ação in vitro em células 

K562. A partir destes resultados, foram iniciados os ensaios pré-clínicos in vivo. 

O teste de toxidade não-clínica aguda transcorreu durante 14 dias. O derivado 

MB 1.4 (300 mg/kg) não induziu morte nogrupo testado (n=3). Em seguida, o 

teste foi repetido nesta mesma dose com mais três animais e novamente 

nenhuma morte foi observada. Seguindo o fluxograma da OECD n° 423, foi 
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testada a dose de 2000 mg/kg. Neste grupo, o derivado MB 1.4 induziu a morte 

de todos os animais (n=3). Com os dados obtidos, a DL50 estimada do composto 

MB 1.4 foi de aproximadamente 500 mg/kg eeste resultado o enquadra na 

categoria 4 (toxidade moderada) da Globally Harmonized System of 

Classification and Labelling of Chemicals (GHS) (OECD, 2001).  

O efeito sobre o comportamento dos animais também foi avaliado (Tabela 

11). No grupo controle que recebeu apenas solução de NaCl + cremophor 5% 

nenhum animal foi a óbito. 

 

Tabela 11 - Efeito intraperitoneal da dose única de MB 1.4 em camundongos (n=3). 

 

Grupo Dose Efeito comportamental  Morte/Total animais 

Controle NaCl 0,9% - 0/3 

MB 1.4 2000 mg/kg Resposta ao toque diminuída, sonolência, ptose 3/3 

MB 1.4 300 mg/kg Contorção abdominal, piloereção 0/6 

*M/T = Número de animais mortos/ número de animais tratados 

 

Os animais que receberam a dose de 300 mg/kg apresentaram 

contorções abdominais nos primeiros 15 minutos após a administração da dose, 

esta observação pode estar relacionada à via intraperitoneal de administração 

deste composto. Após o período de duas horas, também foi possível observar 

piloereção nestes animais. 

Os animais que receberam 2000 mg/kg apresentaram resposta ao toque 

diminuída, sonolência e ptose 15 minutos após a administração do derivado MB 

1.4. Entretanto, vinte e quatro horas após a administração desta dose, todos os 

animais foram a óbito. 

Não foram observadas alterações significativas nos consumos de ração, 

água e avaliação de massa corpórea dos animais tratados com o derivado MB 

1.4 (300 mg/kg). As massas absoluta e relativa dos órgãos são importantes 

indicadores fisiopatológicos relacionados ou não à injúria causada por alguma 

substância em animais e humanos (VAGHASIYA; SHUKLA; CHANDA, 2011). 

Ao avaliar o índice dos órgãos, percebeu-se aumento significativo no índice 

hepático (300 mg/kg), quando comparado ao grupo controle (Tabela 12). 
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Tabela 12 - Efeitos da administração intraperitoneal do derivado MB 1.4 (300 mg/kg) e NaCl 
0,9% (controle negativo) sobre o consumo de ração e água, evolução de massa corpórea e 

índice dos órgãos em camundongos fêmeas, durante 14 dias. 

 

Parâmetros Tratamentos 
 NaCl (0,9%) 300 mg/kg 

Consumo de ração (g) 33,3 ± 3,1 32,2 ± 3,6 
Consumo de água (ml) 46,1 ± 5,0 47,08 ± 5,0 
Avaliação ponderal (g)   
   
Massa inicial 33,7 ± 1,9 31,0 ± 2,7 
Massa final 34,3 ± 1,6 32,2 ± 2,0 
Índice dos órgãos (mg/g)   
   
Fígado 62,6 ± 1,1 69,0 ± 0,7* 
Rins 11,7 ± 0,2 13,4 ± 1,0 
Baço 6,5 ± 0,5 7,3 ± 0,6 

Os resultados estão expressos em média ± erro padrão da média. Análise de variância de uma via 
(ANOVA), seguido do pós-teste de Dunnett, ***p< 0,001, comparado com o grupo controle negativo (NaCl 
0,9%) (n= 6). 

 

5.2.1.1Avaliação dos parâmetros hematológicos e bioquímicos 

 

Neste estudo, não foram encontradas alterações significativas na 

contagem diferencial dos leucócitos nem alterações nos parâmetros 

eritrocitários(Tabela 13) dos animais submetidos ao tratamento de dose única 

com o derivado MB 1.4 (300 mg/kg), em relação ao grupo controle, indicando 

que este composto na dose testada não apresentou toxicidade para o tecido 

sanguíneo. Este dado é muito importante, pois a maioria dos antineoplásicos 

clássicos causam danos ao sistema hematopoietico. 

A responsividade dos estudos de toxidade de substâncias sobre os 

parâmetros hematológicos em roedores e não roedores está diretamente 

relacionada aos achados em humanos e corresponde a aproximadamente 91% 

(OLSON et al., 2000). Os neutrófilos são os leucócitos circulantes mais 

abundantes em humanos e desempenham um papel crucial na defesa do 

hospedeiro contra infecções (KRUGER et al., 2015). 
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Tabela 13 - Efeito da administração intraperitoneal de NaCl 0,9% (controle negativo) e MB 1.4 
sobre os parâmetros hematológicos de camundongos fêmeas, durante 14 dias. 

 

Parâmetros NaCl 0,9% MB 1.4 (300 mg/ kg) 

Leucóticos totais x 103/mm3 4,7 ± 0,2 3,7 ± 0,5 
Segmentados (%) 7,8 ± 1,3 9,5 ± 1,3 
Bastões (%) 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 
Eosinófilos (%) 0,0 ± 0,0 0,3 ± 0,2 
Linfócitos (%) 90,8 ± 1,4 89,3 ± 1,4 
Monócitos (%) 1,3 ± 0,2 1,0 ± 0,0 
Hemácias x 106/mm3 7,1 ± 0,1 6,3 ± 0,2 
Hemoglobina (g/dL) 9,5 ± 0,3 8,5 ± 0,3 
Hematócrito (%) 36,0 ± 0,8 32,1 ± 1,2 
Plaquetas x 103/mm3 785,0 ± 30,7 826,0 ± 64,3 

Os resultados foram expressos em média ±erro padrão da média. Análise de variância de uma 
via (ANOVA), seguido do pós-teste de Dunnett,*p<0,05, comparado ao controle negativo (n= 
6). 

 

O derivado MB 1.4 (300 mg/kg) também não causou nenhuma alteração 

significativa nos parâmetros bioquímicos (AST, ALT, FA, ureia e creatinina) 

analisados, quando comparados ao grupo controle (Tabela 14). 

 

Tabela 14 - Efeito da administração intraperitoneal de NaCl 0,9% (controle negativo) e MB 1.4 
nos parâmetros bioquímicos de camundongos fêmeas, após 14 dias. 

 

Parâmetros NaCl 0,9% MB 1.4 (300 mg/kg) 

AST (U/L) 150,8 ± 8,0 134,0 ± 8,7 
ALT (U/L) 39,7 ± 3,2 35,6 ± 2,1 
Fosfatase alcalina (U/L) 113,8 ± 6,6 138,8 ± 6,5 
Ureia (mg/dL)  55,0 ± 3,4 60,8 ± 2,3 
Creatinina (mg/dL) 0,6 ± 0,1 0,6 ± 0,1 

Os resultados estão expressos em média ± s.e.m. Análise de variância de uma via (ANOVA), 
seguido do pós-teste de Dunnett (n= 6), p<0,05. AST – aspartato aminotransferase, ALT – 
alanina aminotransferase, FA – fosfatase alcalina. 

 

Desordens no ciclo da ureia e doença hepática podem ser causadas pela 

amônia, uma neurotoxina que em elevado teor no sangue podem causar tanto 

efeitos  excitatórios como inibitórios, o que pode causar edema cerebral e coma 

(ARUMUGAM; NATESAN, 2017). 

A amônia pode ser excretada na urina ou convertida em ureia, porém, sua 

conversão em ureia representa a maior forma de disposição de nitrogênio do 

corpo. A ureia é produzida no fígado e destinada aos rins, onde é excretada na 

forma de urina. Ela ainda pode difundir-se para o intestino, onde é clivada em 

dióxido de carbono e amônia por bactérias produtoras de urease, e em seguida, 

excretada nas fezes ou reabsorvida (LABUZETTA et al., 2010). Ao contrário da  
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amônia, seu precursor, a ureia, apresenta baixa toxidade mesmo em elevadas 

concentrações (NATESAN; MANI; ARUMUGAM, 2016). 

A função renal também é frequentemente avaliada pela medição sérica 

dos níveis de creatinina (ZAMORA et al., 2007). Este marcador é originado como 

produto final do metabolismo da creatina e pode ser considerado um marcador 

de disfunção renal, além de distúrbios musculares e da disfunção tireoidiana 

quando apresentado em elevadas concentrações na urina e no soro de pacientes 

(MAGALHÃES; MACHADO, 2002). O aumento da concentração sérica de 

creatinina tem sido relacionado ao diagnóstico de lesão renal aguda. Contudo, 

pouco se sabe sobre a causa real desta condição (MOLEDINA et al., 2017). Na 

prática clínica, a determinação do nível de creatinina é utilizada para avaliar a 

taxa de filtração glomerular (KASTL, 2017). 

O fígado é um importante órgão de biotransformação, disposição e 

eliminação de substâncias, sejam elas exógenas (ex: fármacos) ou endógenas 

(ácidos biliares e macromoléculas) (THAKKAR; SLIZGI; BROUWER, 2017).  

A eliminação de drogas hepáticas normalmente é realizada por enzimas 

metabolizadoras e drogas, porém estudos recentes revelaram que proteínas de 

transporte também desempenham papel importante na depuração hepática 

(THAKKAR; SLIZGI; BROUWER, 2017).  

A avaliação da função hepática pode ser determinada pelos parâmetros 

bioquímicos ALT, AST, γ-glutamil transferase, bilirrubina total e conjugada, e 

amônia plasmática (SCATTON et al., 2011). As lesões hepatocelulares 

aumentam os níveis das transaminases, sendo a ALT mais específica para o 

fígado, entretanto o AST se eleva antecipadamente. Os níveis de fosfatase 

alcalina (FA) e de gama glutamil transferase (GGT) tendem a aumentar 

proporcionalmente às transaminases na colestase, o que caracteriza a síndrome 

da colestase intra-hepática. A avaliação da síntese hepática também pode ser 

medida pela determinação da albumina e do tempo de protrombina que são 

importantes para se determinar o tipo e a extensão da doença hepática 

(GUILDER; PULA; PIERRE, 2017). 

Os dados encontrados neste estudo indicam que o derivado MB 1.4 não 

foi capaz de causar alterações no tecido hematopoiético nem alteração hepática 

e renal no soro dos camundongos. Estes dados são importantes, pois os estudos 

os farmacológicos devem ser precedidos de estudos toxicológicos sendo este 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Natesan%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27261594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27261594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arumugam%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27261594
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teste  de toxidade não clínica aguda o responsável por garantir a segurança do 

uso do composto MB 1.4 nos ensaios farmacológicos. 

 

5.2.1.2 Análise histopatológica 

 

Além dos parâmetros hematológicos e bioquímicos analisados, os órgãos 

(rins, fígado e baço) dos animais submetidos a toxidade aguda foram extirpados 

e submetidos à avaliação histológica. Os animais do grupo controle 

apresentaram arquitetura preservada nos três órgãos analisados (Figura 18). Ao 

analisar o fígado dos animais tratados com MB 1.4 na dose de 300 mg/kg, 

observou-se um aumento da atividade mitótica dos hepatócitos (com 

visualização de células em divisão). 

No córtex renal apareceram áreas destacadas da região justaglomerular 

(mácula densa) (Figura 18). As células mesangiais ocupam uma posição central 

no glomérulo renal e são indispensáveis para a estrutura e função glomerular. 

Elas estão envolvidas na filtração glomerular onde podem se contrair ou relaxar 

em resposta a uma série de agentes vasoativos e assim regular o fluxo 

sanguíneo capilar. Além disso, elas também podem estar envolvidas em 

resposta à lesão local (SCHLONDORFF, 1987; LU et al., 2017). Nossos 

resultados sugerem que o derivado MB 1.4 atua sobre as células mesangiais 

causando lesão renal e possível alteração no fluxo sanguíneo renal. 

O baço é um importante órgão linfoide periférico onde ocorre a 

diferenciação e proliferação das células imunes (CUI et al., 2017). Na análise 

histológica deste órgão foi possível observar ativação dos nódulos linfáticos 

em algumas áreas com formações agrupadas na dose de 300 mg/kg (Figura 

18). Este achado pode sugerir que o derivado MB 1.4 estimula a proliferação 

de linfócitos neste órgão. Apesar dos achados histológicos apresentarem 

alterações em nível renal e hepático, estas alterações não foram percebidas 

na análise dos parâmetros hematológicos e bioquímicos. Entretanto, a 

alteração hepática observada na análise histológica pode estar  correlacionada 

à alteração apresentada no índice deste órgão. 
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Figura 18 - Fotomicrografias do fígado, rins e baço de animais do grupo controle e tratado com o derivado MB 1.4 na dose de 300 mg/kg no teste de toxidade 
aguda. 

 
A) tecido hepático mostrando veia centrolobular (v) e ordenação dos feixes de hepatócitos (setas finas curtas), B) Rins: região cortical preservada com 
presença de glomérulos renais (*), túbulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD, respectivamente). C) Baço: notam-se nódulos linfáticos (Nd) 
dispersos no parênquima esplênico e D) ampliação de região referente a um nódulo linfático. E) parênquima hepático mostrando vários hepatócitos 
em fase de divisão (setas curtas) e veia centrolobular (v) congesta. F) Rins: região cortical preservada com presença de glomérulos renais (*) com 
destaque de áreas justaglomerulares (setas grossas brancas), túbulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) com lúmens pouco visíveis. G) 
Baço: notam-se nódulos linfáticos (Nd) e alguns de forma agrupada H) ampliação de uma região referente ao nódulo linfático. (H.E.). C e G) Coloração 
HE: aumento de 100x.  A, B, D, E, F e H) Coloração HE: aumento de400x. 
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5.2.2 Teste antitumoral in vivo 

 

5.2.2.1 Análise da viabilidade celular 

 

O derivado MB 1.4 não foi capaz de reduzir a quantidade total de 

célulasdo tumor ascítico de Ehrlich em comparação ao grupoportador do 

carcinoma ascítico de Ehrlich que não recebeu tratamento (controle CAE) (dados 

não mostrados), o que pode estar relacionado ao curto período de tempo de 

tratamento com este derivado. Entretanto, o composto MB 1.4 foi capaz de 

reduzir a viabilidade celular nas três doses testadas 5, 10 e 20 mg/kg em 11,8%, 

9,1% e 10,4% respectivamente quando comparadas ao grupo controle CAE. O 

percentual de células viáveis do controle CAE foi de 81,9%. O controle positivo 

(CTX – 20 mg/kg), também apresentou redução significativa da viabilidade 

celular de 24,4% quando comparada ao controle (Tabela 15). Os dados podem 

ser melhor visualizados na Figura 19. 

 

Tabela 15 - Percentual de viabilidade celular e percentual de inibição de células obtidas de 
tumor ascítico de Ehrlich após sete dias de tratamento com derivado MB 1.4. 

 

Grupo % viabilidade Inibição % 

Controle CAE 81,9 - 

CTX 61,9*** 24,4*** 

5 72,3*** 11,8*** 

10 74,5** 9,1** 

20 73,3*** 10,5*** 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. Análise de variância de 
uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p< 0,05, comparado com o grupo controle 
CAE (n= 6). 
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Figura 19 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre a viabilidade celular em 
animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich após sete dias de tratamento. 

 

Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado 
com veículo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E, 
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 
0,05 em comparação com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett. 

 

5.2.2.2 Ensaio de morte celular por anexina V 

 

A externalização da fosfatidilserina é um processo importante no 

mecanismo de morte celular por apoptose. A anexina V/7AAD é um marcador 

preditivo para determinar se o mecanismo de morte celular ocorre por apoptose 

(inicial/tardia) ou por necrose. Os dados sobre apoptose foram expressos como 

a soma da apoptose inicial e tardia. 

O percentual de células viáveis foi de 29,6%, 47,8% e 46,2%, para as 

doses de 5, 10 e 20 mg/kg, respectivamente, quando comparado ao grupo 

controle CAE (65,0%). O grupo que recebeu CTX (20mg/kg) apresentou 44,2% 

de células viáveis. 

O processo de morte celular por apoptose é caracterizado por alterações 

na morfologia celular tais como, condensação e fragmentação do núcleo, 

clivagem do DNA cromossômico, formação de bleb´s de membrana e de corpos 

apoptóticos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

Os resultados obtidos apontam que o composto MB 1.4 induziu morte 

celular por apoptose nas três doses testadas quando comparadas ao controle 

CAE 29,6%. Contudo, os animais submetidos a menor dose (5 mg/kg) 
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apresentaram um maior número de células em apoptose 65,3%. Nas doses de 

10 e 20 mg/kg, o percentual de apoptose foi de 48,9% e 50,8%, respectivamente. 

O controle positivo CTX (20 mg/kg) apresentou 51,9% de células em apoptose. 

Não houveram diferenças significativas entre os grupos ao analisar a morte 

celular por necrose (Figura 20). 

Dados da literatura associam a regressão do crescimento tumoral in vivo 

ao aumento da indução da apoptose (AGRAWAL, et al., 2011; 

CHAKRABORTY; SK; BHATTACHARYA, 2009; BHATTACHARJEE et al., 

2017). Este achado é importante, pois uma das principais características das 

células cancerígenas é o mecanismo de evasão da apoptose, que contribui para 

a progressão tumoral e para a resistência a drogas quimioterápicas 

(FLUSBERG; SORGER, 2015).  

O tratamento com a dose de 20 mg/kg apresentou menor número de 

células em apoptose, quando comparada às doses menores (5 e 10mg/kg), e 

não houve aumento das células em necrose (Figura 20). Este fato pode estar 

associado à outra via de morte celular não quantificada em nossos testes. Esta 

conclusão se baseia no fato de as células deste grupo apresentar aumento no 

percentual de fragmentação do DNA (Figura 22) o que sugere morte celular por 

uma via não apoptótica/necrótica. Nas doses mais baixas (5 e 10 mg/kg) o 

processo de morte celular ocorreu principalmente pela via apoptótica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chakraborty%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19221751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sk%20UH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19221751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19221751
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Figura 20 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre a indução de morte celular 
por apoptose em animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich após sete dias de tratamento. 

 

 

Os dados foram obtidos por citometria de fluxo.Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado 
com veículo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E, 
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 
0,05 em comparação com o controle CAE por ANOVA seguido do pós-teste de Dunnett. V = 
células viáveis, AI = apoptose inicial, AT = apoptose tardia e N = necrose. 

 

5.2.2.3 Ensaio do ciclo celular 

 

Nas doses de 5 e 10 mg/kg foram observadas parada de ciclo na fase 

G2/M de 46,7 e 60,6% das células nessa fase, respectivamente (Figura 21). 

Cada grupo tratado teve suas fases comparadas ao grupo controle CAE.  

Estudo recente demonstrou que um derivado do tiazol ligado a indol-3-

glioxilamida induziu parada de ciclo celular na fase G2/M. A parada de ciclo 

celular nesta fase predispõe indução de morte celular por apoptose 

(GUGGILAPU et al., 2017).   

Proteínas reguladoras denominadas de ciclínas juntam-se a cinases 

dependentes de ciclínas (CDKs) para dirigir a célula entre as diferentes fases do 

ciclo celular (DICKSON; SCHWARTZ, 2009; GERARD; GONZE; GOLDBETER, 

2012). O complexo ciclina A/B-CDK1, em células somáticas, é o regulador do 

ciclo celular que promove transição entre as fases G2/M (SHE et al., 2017). 

Durante a mitose, a ciclina B/Cdk1 ativa a proteína cdc20 por fosforilação.  Para 

que a célula conclua o ciclo celular, a proteína cdc20 atua por feedback negativo 

promovendo a inativação da ciclina A/Cdk2 (permite a saída da fase S) e da 
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ciclina B/Cdk1. Assim, um novo ciclo celular pode ser iniciado (GERARD; 

GONZE; GOLDBETER, 2012).   

O grupo tratado com 20 mg/kg (Figura 21) apresentou parada de ciclo 

celular na fase S (31,7%), quando comparado ao controle CAE (21,1%). O 

controle positivo ciclofosfamida (20 mg/kg) apresentou redução das células na 

fase G1 (17,2%) e parada de ciclo celular na fase S (57,0%).  

Muitos dos mais eficazes agentes terapêuticos quimioterápicos sistêmicos 

sejam eles adjuvantes ou neoadjuvantes atuam sobre as fases S (5-fluoracil, 

gencitabine, irinotecano e metotrexato) ou fase M (docetaxel, paclitaxel e 

vincristina) do ciclo celular (WILLIAMS; STOEBER, 2012). 

Células que apresentam parada de ciclo na fase S morrem mais 

rapidamente devido a um colapso ou parada da forquilha de replicação. Algumas 

células cancerosas aparentam sobreviver mais tempo, entretanto eventualmente 

sofrem catástrofe mitótica como resultado de cromossomos parcialmente 

replicados (WILLIAMS; STOEBER, 2012).    

 Diversos estudos in vitro e in vivo têm relacionado a atividade antitumoral 

significativa de moléculas naturais ou sintéticas por atuarem em alguma fase do 

ciclo celular, sendo este considerado um importante mecanismo de atividade 

anticâncer (ROLIM et al., 2017; OURIQUE et al., 2016; YI et al., 2017; YU et al., 

2017). 

Entretanto, a literatura é escassa sobre o mecanismo de ação tumoral de 

derivados do tiazol in vivo neste modelo de tumor. Isto dificulta os parâmetros de 

comparação do nosso trabalho, além de demostrar o ineditismo dos testes 

realizados por nosso grupo de pesquisa. 
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Figura 21 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre o ciclo celular em animais 
portadores do tumor ascítico de Ehrlich após sete dias de tratamento. 

 

 

Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado 
com veículo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E, 
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 
0,05 em comparação com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett. 
 

 

5.2.2.4 Avaliação da fragmentação do DNA 

 

No líquido ascéticos dos animais tratados com as doses de 5 e 10 mg/kg 

de MB1.4 foram observadas 12,6 e 12,2% de células com DNA fragmentado, no 

entanto, esta fragmentação não é considerada significativa quando comparada 

ao controle CAE (9,7%). Contudo, na dose de 20 mg/kg ocorreu alteração 

significativa (16,8%) quando comparada ao controle CAE. O grupo tratado com 

a ciclofosfamida apresentou 17,9% das células com DNA fragmentado (Figura 

22). 

A presença de núcleo picnótico e DNA fragmentado são características 

típicas da apoptose como mecanismo de morte celular (ACILAN et al., 2017) 

A partir dos resultados obtidos nos experimentos de citometria de fluxo foi 

possível inferir MB1.4 na dose de 20 mg/kg induziu degradação celular. 
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Figura 22 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre a fragmentação do DNA 
em animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich após sete dias de tratamento. 

 

 
Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado 
com veículo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E, 
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 
0,05 em comparação com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett. 

 

5.2.2.5 Avaliação do ensaio do potencial transmembrânico mitocondrial 

 

O ensaio da medida do potencial transmembrânico mitocondrial foi 

realizado a fim de se avaliar se há envolvimento da mitocôndria no mecanismo 

de morte celular. Este ensaio baseia-se na despolarização da membrana da 

mitocôndria celular.  

Nossos resultados mostraram que ocorreu alteração do potencial 

transmembrânico mitocondrial em todas as doses testadas. A dose de 5 mg/kg 

apresentou 17,76% das células despolarizadas. As doses de 10 e 20 mg/kg 

causaram elevado percentual de células despolarizadas em 33,8 e 37,3%, 

respectivamente. O controle CAE apresentou apenas 5,8% de células 

despolarizadas e o grupo que recebeu ciclofosfamida 18,0% (Figura 23). 
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Figura 23 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre o potencial 
transmembrânico mitocondrial em animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich após sete 

dias de tratamento. 

 

 
Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado 
com veículo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E, 
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 
0,05 em comparação com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett. 

 

Xuejiao et al., (2013) relataram o uso de um benzotiazol, o YLT322, como 

indutor de morte celular por apoptose em carcinoma hepatocelular humano ao 

atuar pela via mitocondrial. 

A alteração do potencial transmembrânico mitocondrial é um dos eventos 

iniciais do processo de morte celular por apoptose. Sua alteração permite a 

formação de poros na membrana mitocondrial externa com a liberação de 

proteínas mitocondriais para o citosol (KOVAL et al., 2012; VERMES; HAANEN; 

REUTELINGSPERGER, 2000). 

A via intrínseca da apoptose é caracterizada pelo envolvimento 

mitocondrial, neste processo de morte celular ocorrem diversos eventos como 

liberação do citocromo c, perda do potencial transmembrânico e alteração no 

transporte de elétrons, alteração no sistema de oxidação-redução celular e a 

participação de proteínas da família Bcl-2 pro e antiapoptóticas (GREEN; REED, 

1998). A presença da despolarização nas três doses analisadas apresentada na 

Figura 23, justifica a parada ciclo celular observada na Figura 21. 
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5.2.2.6 Parâmetros hematológicos e bioquímicos de animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich 

 

Ao analisar a série branca foram realizadas a contagem total e diferencial dos leucócitos. Um aumento significativo na 

contagem total dos leucócitos foi observado no tratamento com a dose  20 mg/kg do MB1.4 quando comparados ao controle CAE.  

No entanto, não foram observadas diferenças significativas na contagem diferencial dos leucócitos em nenhuma das doses 

analisadas (Tabela 16). 

Também não foram encontradas alterações significativas ao se avaliar a série vermelha quando comparamos os grupos 

tratados ao grupo controle CAE. Entretanto, o grupo tratado com 20 mg/kg do derivado MB 1.4 apresentou redução na contagem de 

plaquetas quando comparada ao controle CAE (Tabela 16). 

 
Tabela 16 - Efeito do derivado MB 1.4 e NaCl 0,9% (controle CAE) sobre os parâmetros hematológicos de camundongos machos portadores do tumor 

ascítico de Ehrlich durante sete dias de tratamento. 

 

Parâmetros Controle CAE CTX 5 10 20 
Leucócitos totais x 103/mm3 11,4 ± 1,7 12,6 ± 1,4 12,8 ± 2,2 13,7 ± 1,7 23,7 ± 2,0* 

Segmentados (%) 55,6± 10,2 74,6 ± 3,2 60,0 ± 4,6 65,8 ± 0,7 66,0 ± 3,4 
Bastões (%) 0,2 ± 0,16 0,2 ± 0,2 0 ± 0 0,3 ± 0,2 0 ± 0 

Eosinófilos (%) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
Linfócitos (%) 42,4 ± 7,9 22,4 ± 3,0 37,8 ± 4,4 32,5 ± 0,6 31,4 ± 3,6 
Monócitos (%) 1,8 ± 0,3 2,8 ± 0,5 2,2 ± 0,4 1,7 ± 0,3 2,6 ± 0,5 

Hemácias x 106/mm3 5,3 ± 0,3 5,2 ± 0,1 4,8 ± 0,2 5,0 ± 0,2 4,9± 0,2 
Hemoglobina (g/dL) 9,9 ± 0,5 10,0 ± 0,1 8,9 ± 0,4 9,4 ± 0,3 9,3 ± 0,4 

Hematócrito (%) 27,3 ± 1,6 26,9 ± 0,4 24,1 ± 1,3 25,6 ± 0,9 24,9 ± 1,2 
Plaquetas x 103/mm3 1063,0 ± 28,9 827,6 ± 11,6 985,8 ± 74,7 1108,0 ± 76,0 759,2 ± 113,7* 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. Análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p< 0,05, 
comparado com o grupo controle CAE (n= 6). 
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Em nível sérico, os parâmetros bioquímicos também foram avaliados (Tabela 17). Não foram observadas alterações 

significativas nos níveis de AST e ALT, contudo, as doses de 5 e 10 mg/kg apresentaram redução significativa para a determinação 

da fosfatase alcalina (FA) com valores de 30 e 21,5 U/L, respectivamente, quando comparados ao grupo controle CAE 77,4 U/L. A 

CTX (20 mg/kg) também apresentou redução significativa para este parâmetro de 27,4 U/L. 

 
Tabela 17 - Efeito do derivado MB 1.4 e NaCl 0,9% (controle CAE) sobre os parâmetros bioquímicos no soro de camundongos machos portadores do tumor 

ascítico de Ehrlich durante sete dias de tratamento. 

 

Parâmetros Controle CAE CTX 5 10 20 

AST (U/L) 360,3 ± 22,6 445,2 ± 37,5 490,9 ± 38,1 466,2 ± 36,6 410,3 ± 35,2 

ALT (U/L) 78,9 ± 4,3 89,0 ± 6,8 99,5 ± 16,5 76,7 ± 6,7 85,4 ± 10,6 

FA (U/L) 77,4 ± 19,4 27,4 ± 2,8* 30,0 ± 1,6* 21,5 ± 2,4** 48,0 ± 17,4 

Ureia (mg/dL) 36,2 ± 4,2 24,0 ± 4,5 27,0 ± 1,7 26,2 ± 2,0 28,0 ± 3,3 

Creatinina (mg/dL) 0,30 ± 0,03 0,35 ± 0,02 0,31 ± 0,03 0,35 ± 0,02 0,40 ± 0,08 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. Análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p< 0,05, 
comparado com o grupo controle negativo (NaCl 0,9%) (n= 6). AST – aspartato aminotransferase, ALT – alanina aminotransferase, FA – fosfatase alcalina. 
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Santos-Silva et al., 2017 ao estudarem a atividade anticâncer do 2-

piridil,2,3-tiazol em camundongos portadores de tumor hepático, não 

observaram diferença significativa no peso dos órgãos e no peso dos animais 

tratados em relação ao controle. Em seu estudo, também foi observado redução 

dos níveis de fosfatase alcalina, o que corrobora com o nosso trabalho onde a 

presença do núcleo tiazólico também reduziu os níveis de fosfatase alcalina.  

Uma redução da massa corporal pode está relacionada a toxidade 

produzida por quimioterápicos. No grupo tratado com CTX (20 mg/kg), nosso 

estudo revelou redução significativa no consumo de ração e na avaliação da 

massa corpórea ao final do experimento comprovando a toxidade já conhecida 

dos quimioterápicos. O grupo tratado com 5 mg/kg do derivado MB 1.4 

apresentou aumento da massa corpórea ao final do experimento, entretanto, 

este aumento na massa corpórea final representou uma redução significativa 

quando comparada ao controle CAE o que representa sinais de toxidade 

relacionadas ao derivado MB 1.4 nesta dose. Ao avaliar o índice dos órgãos, os 

grupos tratados com 5 e 20 mg/kg do derivado MB 1.4 apresentaram redução 

significativa do rim quando comparadas ao grupo controle CAE (Tabela 18). Esta 

redução caracteriza presença de toxicidade o que corrobora com os resultados 

observados na análise histológica do tecido renal. 

Não foram observadas alterações significativas no consumo de água em 

nenhum dos grupos tratados com o derivado MB 1.4 quando comparado ao 

grupo controle CAE (Tabela 18). 
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Tabela 18 - Efeito do tratamento do composto MB 1.4 sobre o consumo de água, ração, avaliação de massa corpórea e índice dos órgãos de animais 
portadores de tumor ascítico de Ehrlich (n=6). 

 

Parâmetros Tratamento 

 Controle CAE CTX 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 

Consumo de ração (g) 68,0 ± 5,5 37,9 ± 7,0* 41,7 ± 7,0 50,6 ± 8,6 42,3 ± 7,7 
Consumo de água (ml) 90,7 ± 10,0 62,3 ± 10,2 61,7 ± 7,5 62,9 ± 10,2 58,6 ± 8,9 
      
Avaliação ponderal (g)      
Massa inicial 26,2 ± 0,2 25,2 ± 0,7 25,7 ± 0,5 27,3 ± 1,4 27,5 ± 0,2 
Massa final 33,8 ± 0,8 24,7 ± 1,0*** 29,3 ± 0,8** 33,3 ± 0,5 31,2 ± 0,8 
      
Índice dos órgãos (mg/g)      
Fígado 60,7 ± 2,3 67,0 ± 1,6 62,6 ± 1,6 60,0 ± 1,4 61,4 ± 2,8 
Rins 11,2 ± 0,3 11,6 ± 0,5 9,7 ± 0,3** 10,5 ± 0,3 10,0 ± 0,2* 
Baço 4,9 ± 0,4 4,7 ± 0,5 4,9 ± 0,3 4,2 ± 0,3 4,3 ± 0,6 

Os resultados estão expressos em média ± erro padrão da média. Análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, ***p< 0,001, 
comparado com o grupo controle negativo (NaCl 0,9%) (n= 6). 

 

5.2.2.7 Análise histopatológica de animais portadores do tumor ascítico de Ehrlich 

 

A análise histológica do fígado dos animais do grupo Controle CAE (Figura 24) apresentou hepatócitos normais e alguns com 

núcleos hipercromáticos o que evidencia possíveis atividades mitóticas (controle CAE). O tratamento com CTX foi caracterizado pela 

presença de foco inflamatório que pode ser observado pela presença de infiltrado linfocitário e intensa vacuolização dispersa entre 

os hepatócitos. Todos os animais submetidos ao tratamento com o derivado MB 1.4 apresentaram hepatócitos em divisão, veia 

centro vascular congesta e discreta vacuolização. Os animais submetidos ao tratamento na dose de 20 mg/kg também apresentaram 

presença de foco inflamatório caracterizado pela presença do infiltrado linfocitário. Os resultados sugerem que os animais tratados 

com o derivado MB 1.4 passaram por um desafio tóxico de grau leve. 
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Figura 24 - Fotomicrografias do fígado de animas portadores do tumor ascítico de Ehrlich. 

 

 

A) Controle CAEtecido hepático mostrando veia centrolobular (v), ducto biliar (Db), feixes hepatócitos (setas curtas) e alguns hepatócitos com núcleos 
hipercromáticos (setas brancas), B) CTX (20 mg/kg) Observa-seinfiltrado linfocitário perivascular, ao redor da veia centrolobular (V) e também na 
proximidade do ducto biliar (Db), intensa vacuolização dispersa pelos hepatócitos (cabeças de seta) C) MB 1.4 (5 mg/kg) parênquima hepático 
mostrando alguns hepatócitos em divisão (setas curtas), veia centrolobular congesta (v) e discretas vacuolizações (cabeça de seta). D) MB 1.4 (10 
mg/kg) parênquima hepático mostrando considerável quantidade de hepatócitos em divisão (setas curtas), veia centrolobular congesta (v) e discretas 
vacuolizações (cabeça de seta). E)MB 1.4 (20 mg/kg) parênquima hepático com hepatócitos em divisão (setas curtas), veia centrolobular bastante 
congesta (v), infiltração linfocitárianas proximidades do ducto biliar (Db) e presença dediscretas vacuolizações (cabeça de seta).Coloração HE: aumento 
de400x. 
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A histologia renal (Figura 25) demonstrou áreas de congestão vascular 

nos animais do controle CAE e no grupo tratado com CTX (20 mg/kg). Os 

resultados sugerem que os animais tratados com o derivado MB 1.4 nas três 

doses apresentaram alteração na hemodinâmica renal o que levou a congestão 

vascular e consequente hipóxia. Esta pode ser sugerida pela alteração tubular 

observada pela redução do lúmem tubular. Novos estudos deverão ser 

realizados, pois não foram observadas alterações nas dosagens de ureia e 

creatinina. Estudos aumentando o tempo de tratamento com o derivado MB 1.4 

deverão ser realizados para que para que se possa ser comprovado essas 

alterações. Estudos de histomorfometria também poderão ser realizados para se 

comprovar estas alterações. 
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Figura 25 - Fotomicrografias dos rins de animas portadores do tumor ascítico de Ehrlich. 

 

 
 

A) Controle CAE: região cortical com presença de glomérulos renais (*), túbulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) e algumas áreas com 
congestão vascular.  B) CTX (20 mg/kg): região cortical com intensa congestão vascular entre os túbulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD), 
assim como nas regiões glomerulares (*). C) MB 1.4 (5 mg/kg): região cortical com presença de glomérulos renais (*), presença de túbulos contorcidos 
proximais e distais (TCP e TCD) com lúmens pouco visíveis. D) MB 1.4 (10 mg/kg): região cortical com presença de glomérulos renais (*), presença 
de túbulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) com lúmens pouco visíveis. E) MB 1.4 (20 mg/kg) região cortical com visível congestão 
vascular, presença de glomérulos renais (*) e túbulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) com lúmens pouco visíveis.Coloração HE: aumento 
de400x. 
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A histologia do baço mostrou a presença de nódulos linfáticos dispersos 

e agrupados nos animais tratados com as três doses do derivado MB 1.4. Já 

os animaisdo grupo controle portadores do tumor ascítico de Ehrlich (Controle 

CAE) demonstraram apenas a presença de nódulos linfáticos dispersos 

enquanto o grupo tratado com CTX 20 mg/kg apresentou nódulos linfáticos 

agrupados. Também foi observada a presença de células gigantes 

multinucleadas nos animais que receberam o tratamento com o derivado MB 

1.4 na dose de 10 mg/kg (Figura 26). 
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Figura 26 - Fotomicrografias do baço de animas portadores do tumor ascítico de Ehrlich. 

 

 

A) Controle CAE: Presença de nódulos linfáticos (Nd), B) CTX (20 mg/kg),notam-se nódulos linfáticos agrupados (Nd). C) MB 1.4 (5 mg/kg) notam-se 
nódulos linfáticos (Nd) dispersos no tecido. D) MB 1.4 (10 mg/kg) notam-se nódulos linfáticos (Nd) em arranjo agrupado. I) ampliação de uma região periférica 
do baço com presença de células gigantes multinucleadas (setas grossas brancas). E) MB 1.4 (20 mg/kg) notam-se nódulos linfáticos (Nd) em arranjo 
disperso no tecido esplênico. A, B, C, D e E: HE: aumento de 100x.  F, G, H, I e J) ampliação de uma região referente ao nódulo linfático. Coloração HE: 
aumento de400x. 
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Os resultados da análise histológica mostraram lesões em nível renal e 

hepático, contudo estas alterações não foram observadas nos parâmetros 

bioquímicos, podendo ser estas alterações de grau leve ou transitórias. 

O desenvolvimento de novas drogas antitumorais com efeitos tóxicos 

reduzidos é um dos principais desafios enfrentados pelos químicos medicinais. Este 

trabalho apresenta um panorama inicial da ação do derivado MB 1.4 in vitro e in vivo 

sobre células tumorais. Nossos estudos dos demonstram resultados promissores, 

entretanto outros testes devem se conduzidos  para que possamos compreender 

melhor o mecanismo de ação deste composto tanto in vitro quanto in vivo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

No nosso trabalho obtivemos a assertiva da hipótese inicial, comprovando que 

12 dos 30 compostos testados apresentaram atividade citotóxica em diversas 

linhagens tumorais, onde os mesmos foram mais ativos em células cancerígenas 

quando comparados às células normais. O derivado MB 1.4 se apresentou um 

composto bastante promissor, onde nos estudos in vitro, a substância induziu morte 

por apoptose, parada de ciclo celular, alterou o potencial da membrana mitocondrial e 

causou fragmentação do DNA em células de leucemia mieloide crônica (K562). O que 

demonstra que a substância apresentou potencial para seguir com os testes de efeito 

antitumoral in vivo. 

Nos testes in vivo o derivado MB 1.4 apresentou toxidade moderada, além de 

atuar no tumor ascítico de Ehrlich através da redução das células viáveis. Os estudos 

de mecanismo de ação in vivo seguiram o padrão in vitro, sem alterações nos 

parâmetros hematológicos e bioquímicos, contudo, provocou alterações em nível 

hepático e renal o que corrobora com a sua toxidade moderada. Assim, concluímos 

que o MB 1.4 é um derivado do tiazol promissor na continuidade dos estudos 

antitumorais pré-clínicos. 
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